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RESUMEN

La mastitis bovina es la enfermedad de mayor impacto econémico para la industria
lechera. Siendo el Staphylococcus aureus uno de los principales agentes patégenos
involucrados, algunas de estas cepas son resistentes a los antimicrobianos B-lactdmicos
haciendo mas dificil el control y tratamiento de esta enfermedad ocasionando grandes
pérdidas econémicas para los productores. La Organizacién Mundial de la Salud ha
declarado la resistencia a los antibiéticos como una de las mayores amenazas a la salud
humana, la seguridad alimentaria y el desarrollo. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar el uso de aceites esenciales para la prevencion y control de la mastitis bovina
en Cundinamarca — Colombia mediante el desarrollo de tres fases: 1.Una fase preliminar
para la obtencion, caracterizacion de principales componentes y evaluacién de la
citotoxicidad de los aceites esenciales de Thymus vulgaris (L), Lippia origanoides (Mill)
y Lippia citriodora (L'He'r.); 2. Una fase in vitro que evalué la actividad antimicrobiana,
la sinergia de la mezcla de estos aceites esenciales y determind la concentracion
minima bactericida, frente a cepas aisladas de casos clinicos de mastitis de la region,
del género Staphylococcus spp (N=80) y S. aureus Oxacilina- resistente (n=15)
mediante la técnica de disco de Kirby-Bauer (Bernal & Guzman, 1984) y la técnica de
micro dilucion en caldo (CLSI, 1999). Y una tercera fase in vivo que contemplo tres
etapas: diagnéstico de los hatos lecheros, formulacion de un sellador de barrera para
bovinos a base de aceites esenciales y evaluacién a través de dos estudios: un estudio
preventivo (N=14 pezones) y un estudio control de mastitis (N=33 pezones) realizado
en un total de 12 animales comparado frente a sellador a base de una solucién yodéfora

comercial en el grupo de control.

Para el andlisis estadistico se calcularon los tamafio de la muestra con GRANMO 7.12

y el paquete estadistico IBM SPSS y se concluyé la diferencia significativa a un p<0.05.



Los principales compuestos caracterizados de acuerdo al método analitico para
caracterizacion de aceites esenciales, cromatografia de gases y la espectrometria de
masa, son limoneno, neral y geranial, y el timol, responsables de la capacidad
antimicrobiana, se pueden explorar otras plantas aromaticas para incrementar los

porcentajes de estos compuestos y mejorar la eficiencia.

La citotoxicidad de estos aceites, determinada con el bioensayo de toxicidad de Artemia
(Meyer, y otros, 1982) esta en un rango ClLsp 10-19 pg/ml, comparando con la CLsoy
dosis de otros agentes microbianos como Triclosan e Itroconazol, son poco téxicos y

seguros.

De otra parte, en la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se concluye que existen
diferencias significativas en la sensibilidad de las cepas de Staphylococcus spp. aisladas
frente a los aceites esenciales de Lippia citriodora (AEC) y Thymus vulgaris (AET)
mostrando una actividad antimicrobiana (p < 0.05), asi como una sensibilidad de estas
cepas frente al Cloranfenicol y una resistencia a la Clindamicina (p < 0.05). El
Staphylococcus aureus presenta mayor resistencia frente a los antibioticos
convencionales sin embargo mantiene la sensibilidad frene a los aceites esenciales de
Lippia citriodora y Thymus vulgaris. Igualmente, se concluye que existen efecto
sinérgico de la mezcla de aceites esenciales (75% AEC /25% AET) que potencia su
actividad antimicrobiana optimizando su eficiencia terapéutica (p < 0.05). La
concentracion minima bactericida (CBM) de la mezcla (75% AEC /25% AET) fue
determinada en 2.5% efectiva para el 92.5 % de las muestras (n=80) Igualmente se
concluye que existe correlacion entre la CMB y los halos de inhibicion evaluados

(p<0.05).

En los estudios In vivo que evaluaron la prevencion y control de la mastitis bovina se
concluye con un nivel de confianza del 95%, que no existen diferencias significativas
entre el grupo sellador a base de aceites esenciales y el sellador a base de la solucién

yodofora. Es decir, alcanza a ser igualmente efectivo que el producto comercial.



Por lo anterior, se concluye que los aceites esenciales evaluados son capaces de inhibir
el crecimiento de los microorganismos predominantes de la mastitis en bovinos y son
una posible estrategia para su prevenciéon y control. Pueden ser una estrategia para
disminuir el uso profilactico de antibidticos y contrarrestar a las bacterias resistentes a

antibioticos.



ABSTRACT

Bovine mastitis is the disease with the most significant economic impact for the dairy
industry. Being the Staphylococcus aureus one of the primary pathogens involved, some
of these strains are resistant to 3-lactam antimicrobials making it more difficult to control
and treat this disease, causing high economic losses for producers. The World Health
Organization has declared antibiotic resistance as one of the greatest threats to human
health, food security, and development. The objective of this research was to evaluate
the use of essential oils for the prevention and control of bovine mastitis in Cundinamarca
- Colombia through the development of three phases: 1. A preliminary phase for
obtaining, characterization of principal components and evaluation of cytotoxicity of the
essential oils of Thymus vulgaris (L), Lippia origanoides (Mill) and Lippia citriodora
(L'He'r.); 2. An in vitro phase that evaluated the antimicrobial activity, the synergy of the
mixture of these essential oils and determined the minimum bactericidal concentration,
compared to isolated strains of clinical cases of mastitis in the region, of the genus
Staphylococcus spp (N = 80) and S. aureus Oxacillin-resistant (n = 15) through the Kirby-
Bauer disc technique (Bernal & Guzman, 1984) and the broth micro dilution technique
(CLSI, 1999). And a third phase in vivo that contemplated three stages: diagnosis of
dairy herds, formulation of a barrier sealant for bovines based on essential oils and
evaluation through two studies: a preventive study (N = 14 nipples) and a study control
(N = 33 nipples) performed on a total of 12 animals with control groups treated with

sealant based on a commercial iodophor solution.

For the statistical analysis, the sample size was calculated with GRANMO 7.12, and the

IBM SPSS statistical package, and the significant difference was concluded at p <0.05.

The main compounds characterized according to the analytical method for the

characterization of essential oils, gas chromatography, and mass spectrometry, are



limonene, neral, and geranial, and thymol, responsible for antimicrobial capacity, other
aromatic plants can be explored to increase percentages of these compounds and

improve efficiency.

The cytotoxicity of these oils, determined with the Artemia toxicity bioassay (Meyer, et
al., 1982) is in a 10-19 pg / ml LC50 range, compared with the LC50 and doses of other

microbial agents such as Triclosan and Itraconazole, are less toxic and safe.

On the other hand, in the evaluation of antimicrobial activity, it is concluded that there
are significant differences in the sensitivity of Staphylococcus spp. isolated against the
essential oils of Lippia citriodora (AEC) and Thymus vulgaris (AET) showing an
antimicrobial activity (p <0.05), as well as a sensitivity of these strains against
Chloramphenicol and resistance to Clindamycin (p <0.05). Staphylococcus aureus
exhibits greater resistance against conventional antibiotics, great it maintains sensitivity
to the essential oils of Lippia citriodora and Thymus vulgaris. Likewise, it is concluded
that there is a synergistic effect of the mixture of essential oils (75% AEC / 25% AET)
that enhances its antimicrobial activity optimizing its therapeutic efficiency (p <0.05). The
minimum bactericidal concentration (CBM) of the mixture (75% AEC / 25% AET) was
determined in 2.5% effective for 92.5% of the samples (n = 80) It is also concluded that

there is a correlation between the CMB and the halos of inhibition evaluated (p <0.05).

In the In vivo studies that evaluated the prevention and control of bovine mastitis, it is
concluded with a 95% confidence level, that there are no significant differences between
the sealant group based on essential oils and the sealer based on the iodophor solution.

That is, it becomes equally effective as the commercial product.

Therefore, it is concluded that the essential oils evaluated are capable of inhibiting the
growth of the more relevant microorganisms of mastitis in cattle and are a possible
strategy for their prevention and control. They can be a strategy to reduce the

prophylactic use of antibiotics and counteract antibiotic-resistant bacteria.



ABREVIACIONES

AET Aceite esencial de Thymus vulgaris

AEC Aceite esencial de Lippia Citriodora

CCS Recuento de células somaticas

CMB Concentracion minima bactericida

CMI Concentracion minima inhibitoria

CMT Prueba California para mastitis

PIB Producto Interno Bruto

OMS Organizacion Mundial de la Salud

S. aureus Staphylococcus aureus

spp Se refiere todas las especies individuales dentro de un género

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
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1 INTRODUCCION

«La naturaleza es el gran médico y
el hombre posee a éste en si mismo»

Paracelso

Desde la alquimia, la destilacion tenia un significado mistico para extraer los aceites
esenciales de las plantas medicinales, era el éter de las plantas, el espiritu de la planta
gque se sublevaba a través del vapor para ser luego conservado como elixir en frascos
oscuros protegidos del sol para garantizar su pureza. Como si se tratara de un nuevo
ser capturado y retenido para no dejarlo escapar que se emplea en pocimas
farmacéuticas con fines curativos. Cuando se habla de aceites esenciales se asocia
también con aromas, y efectivamente los aromas son los componentes de la planta que

producen su olor caracteristico.

Pero el aceite esencial de una planta va mas alla, es la huella digital de la planta, en él
esté la identificacion de sus metabolitos secundarios, los componentes que se generan
por la interaccién con el habitat y de los cuales no dependen totalmente la fotosintesis.
La planta al ser influenciada por el clima, suelo, aire, y sol que recibe, el aceite esencial
es casi Unico por cultivo. Las farmacopeas estandarizan composiciones minimas de
metabolitos de interés, pero no pueden determinar la composicién exacta de un aceite
como se realiza con un farmaco sintético. Estos metabolitos también responden a todo
el hbitat en su conjunto incluyendo bacterias, hongos, virus, y demés seres que rodean

la planta.



La cantidad de rayos UV y la capacidad de absorcion de un suelo rico en silice también
estimula la produccion de estos, como en el caso de la zona Mediterranea por las
caracteristicas de los suelos y el caso de la linea del Ecuador que recibe sol durante
todo el afo; lo que beneficia el cultivo de la familia de las Lamiaceae, en donde se

incluyen la mayoria de plantas aromaticas.

Estos metabolitos actian de forma articulada en la planta, por esto, no era del todo
equivocada la vision renacentista de la Alquimia, el aceite esencial es entonces, el
extracto del conjunto de los principales componentes que actian vinculados y que son

anicos por cultivo.

Las propiedades de los aceites esenciales también se han evaluado desde tiempo
remotos, como antifiingicos, antimicrobiales, antivirales, antitumorales, conservante de
alimentos, entre otras. Sin embargo, se requieren estudios rigurosos que evalien su
potencial desde la farmacologia frente a enfermedades con el desarrollo de estudios

preclinicos y clinicos.

De otra parte, la Organizacion Mundial de la Salud, tiene como objetivo reducir las
enfermedades infecciosas y ha establecido la resistencia antimicrobiana como amenaza
a la salud publica, requiriendo la exploracién de nuevas estrategias para la prevencion
y control de la proliferacién de agentes patégenos. Una de estas enfermedades de gran
interés por las repercusiones en el sector productivo, es la mastitis bovina infecciosa,
que requiere del estudio de nuevos agentes antimicrobianos que reemplace el uso
profilactico de los antibiéticos, sean efectivos para bacterias resistentes y de esta forma

puedan prevenir esta enfermedad.

En este sentido, la investigacion tiene como objetivo evaluar el uso potencial de aceites
esenciales para la prevencion y control de la mastitis bovina, desarrollado en el

departamento de Cundinamarca —Colombia. Inicialmente, se hace una revision

17



bibliogréafica del contexto productivo de leche en el pais y la relevancia del departamento
de Cundinamarca en este sector agricola. Seguido de la incidencia de mastitis bovina
en la region y las pérdidas econdmicas que ocasiona, asi como las practicas
etnoveterinarias a través del empleo de plantas medicinales para el tratamiento de la

mastitis.

A partir de esta informacion, se seleccionan las especies a evaluar y se plantea como
hipotesis nula “Los aceites esenciales evaluados son capaces de inhibir el crecimiento
de los microorganismos predominantes de la mastitis en bovinos y son una posible

estrategia para su prevencion”.

Para evaluar la hip6tesis, la investigacion se desarrolla en tres fases, una fase preliminar
de extraccion, caracterizacion y evaluacién de la citotoxicidad de los aceites esenciales.
Una segunda fase in vitro en la cual se realiza la exploracién de la capacidad
antimicrobiana de los aceites en aislados de casos clinicos de mastitis bovina en la
region y bacterias resistentes a la Oxacilina. Una ultima fase in vivo, en la cual se
realizan dos estudios preventivo y control de mastitis, comparando un sellador a base
de aceites esenciales frente a un producto comercial a base de yodo, avalados por el

Comité de Etica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCCION DE LECHE EN COLOMBIA

La industria de la leche en Colombia es reconocida en la regién Andina por ser una de
las méas importantes, por debajo de Brasil, Argentina y México; representando un 24.3%
del PIB en el sector. De los 32 departamentos del pais, 22 departamentos son
productores de leche y aportan el 0.83% del PIB nacional segun estadisticas de 2017,
obteniendo alrededor de 7000 millones de litros de leche bovina al afio (Conpes, 2010).
Los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Boyaca son los que sobresalen
debido a la calidad de suelos, cantidad de vacas, manejo de nutrientes y otros factores,
en estos departamentos se concentra el 50% de la produccién nacional.
Especificamente en la zona denominada “sabana de Bogota”, se genera el 19% del
total de leche de esta industria en el pais, generando 800.000 empleos directos

aproximadamente (Minagricultura, 2019).

Los indices de consumo dependen de la estratificacion social del pais, debido a la
brecha econémica y al subdesarrollo, la poblacién se clasifica por estratos econémicos,
el mayor consumo de leche se da mayoritariamente en los estratos altos, 198 litros (por
afio, por persona), y 84 litros, en niveles sociales 1, 2, (bajos); sin embargo, cabe
destacar que en la region, Colombia es uno de los paises que cuenta con acceso facil
a este producto, sus precios son asequibles y los altos contenidos de proteinas y de

nutrientes hacen que la leche forme parte fundamental de la dieta de los colombianos.
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En otros mercados también se consume leche de Colombia, segun un informe de
Asoleche, se exporta a Venezuela el 50% de la leche que se consume en alli, a Ecuador

el 16% y a Estados Unidos el 15% (Ramirez S. , 2018).

Otro elemento importante del mercado es la destinacién del ganado, en Colombia al
menos 11 millones de cabezas tienen destinacion de doble propdésito (carne y leche a
2019), las siguientes son las cifras de uso del ganado de acuerdo con el mas reciente
censo agropecuario en los departamentos de mayor produccion (Tabla 1), siendo el
departamento de Cundinamarca el que produce la mayor cantidad de leche por animal

al dia, y es uno de las zonas de explotacion con mayores rendimientos:

TABLA 1 CIFRAS DE DESTINO DE GANADO EN COLOMBIA (DANE', 2016)

Departamento Lecheria Doble Litros /
especializada propésito Total vaca/ dia
Antioquia 762.574 503467  1.266.041 114
Cundinamarca 454 434 341.242 795.676 15.7
Boyaca 239.635 437.118  676.753 6.5
Magdalena 180.392 838.033  1.018.425 2.3
Cesar 320.906 783.625  1.104.531 3.1
Bolivar 432.767 373690  806.457 27
Cordoba 534.074 993.649  1.527.723 32
Narifio 254.072 53.965 308.037 8.7
Total Nacional 3998374 8094180 12.092554 63

Asi mismo, respecto a la calidad de la leche por regiones resulta importante indicar que
en el pais, mediante la Resolucién 017 de 2012 del Ministerio de Agricultura se agrupan

las regiones de acuerdo con su nivel productivo y se mide la calidad mediante indices

1 Departamento Nacional de Planeacion en Colombia
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generales de importancia para la industria: calidad composicional de proteina, grasa y
sdlidos totales (Conpes, 2010). La Region 1 se encuentra conformada por Cundinamarca,
Boyaca, Antioquia, Quindio, Risaralda, Caldas, Narino, Cauca y Valle del Cauca, con
indices de 23.38. 7.79 y 7,02 ($/gramo), los mas altos del pais. Seguidos de la regién 2,
conformada por Cesar, Guajira, Atlantico, Bolivar Sucre, Cérdoba, Chocd, Magdalena,
Norte de Santander, Santander, Caqueta, Tolima, Huila, Meta, Orinoquia y Amazonia con

valores promedio de 21.09, 8.27 y 7.84 ($/gramo) (USP- MADR, 2018).

La calidad de la leche ha mejorado en los Ultimos 5 afios y la que mas se acerca a los
estandares de calidad nacionales es la de la regién 1. De acuerdo con los estudios
realizados, la que proviene de Cundinamarca dado que es una de las leches de mejor
calidad en el pais, dada la tradicion lechera, las plantas de tratamiento, el cuidado del

ganado y la alimentacion del animal.

2.2 INCIDENCIA DE MASTITIS EN CUNDINAMARCA

Respecto a las enfermedades, es necesario sefialar que la mastitis es la enfermedad de
mayor incidencia en los hatos del pais, disminuyendo entre un 10 a un 80% la produccién
de leche del animal. En Cundinamarca por ejemplo tiene una incidencia de 28%, que
puede afectar aproximadamente a 250 mil vacas y disminuir la produccion en 4 millones
de litros diarios, justamente uno de los principales sintomas de la enfermedad es la

disminucion de las caracteristicas de calidad y cantidad (Conpes, 2010).

Las pérdidas por esta enfermedad son las mas graves que presenta el sector, por cuanto
implica desde el tratamiento del animal hasta abortos, problemas reproductivos y puede

causar la muerte aunque en un bajo porcentaje. Dentro de los elementos mas
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importantes para este departamento se encuentra el ordefio e inclusive hay estudios que
revelan incidencia de un 60% de mastitis lo cual implica graves pérdidas dado que
solamente el tratamiento puede llegar a costar entre 400 y 500 euros, junto con la leche
no apta para consumo humano por los altos indices de antibidticos y el tiempo de espera
para el animal, asi mismo la leche tiene un menor espectro de comercializacion
considerando que las bacterias asociadas con la enfermedad afectan la durabilidad de la

leche (Ramirez S. , 2018).

El costo de los tratamientos aumenta el costo de la leche en un 15% y en los casos en
los cuales se pretende sacar subproductos como el queso, el costo aumenta dado que
disminuyen las calidades grasas y es necesario usar el doble de litros para la elaboracién

del mismo.

No obstante vale la pena destacar que dentro de los 3 departamentos con mayor
produccién es donde se concentran la mayor cantidad de esfuerzos de capacitacion a los

propietarios de las fincas para mejorar los métodos de ordefio, manipulacién e higiene.

2.2.1 LA MASTITIS BOVINA

La mastitis es una respuesta inflamatoria del tejido de la ubre que puede ser originada
por una lesién fisica 0 mas cominmente por una infeccion bacteriana. Esta respuesta
inflamatoria consiste en un incremento de proteinas en sangre y gldbulos blancos, que
con el propodsito de reparar y restaurar la ubre se posicionan en el tejido mamario y
finalmente terminan en la leche (Erskine, Cullor, Schaellibaum, Yancey, & Zecconi,

2004)(figura 1).

Especificamente la mastitis infecciosa, es generada porque los agentes patdgenos han
atravesado el canal del pezén y suben hasta la cisterna del anillo, en ese punto los
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capilares sanguineos transporta los gldbulos blanco para contrarrestar la infeccién y se
transportan hasta el tejido mamario, donde se encuentran las células secretoras de leche

(Calvinho, 2010).

L!J Asgente
’L\J._?mge'&lulas

cas

e

FIGURA 1 RESPUESTA AL PROCESO INFLAMATORIO EN LA GLANDULA MAMARIA
Fuente: Modificado de (Echeverria, 2017)

Es por esto, que en el momento del ordefio, la leche de una vaca con mastitis infecciosa
contienen un elevado nimero de células somaticas por mililitro y bacterias patdgenos
que en ocasiones segun el grado de infeccidon se puede observar después de la tincién
en el microscopio. Ademas, las toxinas generadas por las bacterias patdgenas dafian las
células epiteliales secretoras de leche, y como consecuencia la produccién también se
ve afectada. La mastitis infecciosa se puede desarrollar en periodo de lactacion o periodo
seco, en el primer caso, la infeccion es generada regularmente por malas practicas en el
ordefio, falta de higiene y mala manipulacion. Al ordefar el canal del pezén queda
dilatado entre 1-2 horas, si no se realiza el sellado con un agente antimicrobiano, se
facilita el ingreso de bacterias patdgenas que permanecen en el ambiente (Calvinho,

2010).
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La mastitis que se desarrolla en el periodo seco, se genera posterior a la lactancia,
cuando aun no se forma un tapdén natural de queratina (periodo de 2-8 semanas) dado
que el canal queda abierto y es propenso al ingreso de microorganismos ambientales.
Es por esto, que existen productos intramamarios que emplean antibiéticos profilacticos
para prevenir posibles infecciones bacterianas, |0 que genera dos consecuencias
indeseadas: la resistencia antimicrobiana y residuos de antibidticos en leche. Al
considerar que la poblacién infantil menor a 7 afios consume en mayor proporcion la
leche, esto se convierte en un problema de salud publica. Por lo anterior, se han venido
desarrollando productos que formen barrera en el canal del pezén, asi como tapones de

silicona o pastas, entre otros; a fin de evitar la mastitis (Kutscher, 1998).

2.3 PLANTAS MEDICINALES Y ETNOVETERINARIA: EN
MASTITIS BOVINA

Las plantas medicinales se han usado desde tiempo remotos que datan a mas de 4.000
afos de antigiiedad, sin embargo, en los Ultimos afios se ha inusitado un auge en las
investigaciones de distintas ramas cientificas con el propésito de verificar los saberes
ancestrales y descubrir su verdadero funcionamiento medicinal. La Organizacion
Mundial de la Salud ha reconocido la importancia que tiene el uso de plantas
medicinales en atencién primaria a fin de cubrir necesidades sanitarias especialmente
en paises en vias de desarrollo, pero esto requiere estudios mas rigurosos en relacion

al uso y los posibles efectos téxicos que se puedan derivar?.

2 Organizacion Mundial de la Salud 2011
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En el mundo se han identificado 300.000 especies de plantas de las cuales cerca de
25.000 se encuentran en Colombia, reconociéndose 2.404 especies como plantas
medicinales como patrimonio natural, cultural y medicinal del pais. Sin embargo, la gran
mayoria de plantas medicinales que usan en el pais no cuentan referencias
documentadas que evidencien su uso terapéutico como se muestra en la figura 2.

(Bernal, Martinez, & Sanchez, 2011)

212 Especies

FIGURA 2 ESPECIES DE PLANTAS MEDICINALES COLOMBIA

Fuente: Bernal, Martinez, & Sanchez, 2011

De otra parte, en paises desarrollados el consumo de productos organicos va en auge
lo que conlleva a buscar alternativas ecoldgicas para el control y prevencion de
enfermedades en la produccion agricola Especificamente en el caso de la mastitis
bovina, algunas granjas de Estados Unidos utilizan estrategias alternativas para el
tratamiento que incluyen productos a base de suero de leche, fitoterapia, complementos

vitaminicos, entre otros.

Para el caso de la mastitis bovina se han realizado estudios in vitro a partir de aislados

gue evallan la actividad antimicrobiana de diferentes aceites o extractos naturales entre
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los cuales resalta el uso de Clavo (Syzygium aromaticum) y tomillo (Thymus vulgaris).
Igualmente se ha demostrado su capacidad antimicrobiana en aislados de mastitis
bovina, especificamente para cepas de Staphylococcus spp. el rango de la
concentracion minima inhibitoria oscila entre 800-3200 pg mL*? (Pozzo, Santurio,
Rossatto, Vargas, & Alves, 2011), por lo cual, es interesante que sea considerado como

un posible tratamiento (Choi, Damte, Lee, Kim, & Park, 2012).

De otra parte, la inclusién de plantas aromaticas en la dieta de bovinos productores de
leche ha mostrado que no modifica cualidades organolepticas de la leche, pero puede
dismunuir los niveles de lactosa, ademas de mantener los niveles microbiolégicos de la

leche adecuados para el consumo (Lacerdaa, Bauer, J.S., Silva, & Carvalhoa, 2014)

2.3.1 Lippia origanoides (Orégano de monte)
Familia Verbenacea

Origen: cultivada en el Neo trépico, en Colombia se cultiva en los Andes y Valle del

Magdalena a 1500 - 2800 m. (Bernal, Gradstein, & Celis, 2015).

Entre las propiedades del orégano de monte se resaltan su potencial antioxidante, anti
fungicida, antiespasmaédica y antibacteriana principalmente, el timol y el acido rosmarino
presentes en el extracto, ayudan a disminuir los radicales libres (Olmedo, Nepote, &
Grosso, 2014), igualmente se ha demostrado su capacidad como preservante de
alimentos y la capacidad de combatir hongos filamentosos y levaduras, incluida la

Candida albicans (CMI 60mg/mL) (Pozzatti, Loreto, Mario, Rossato, & Santurio, 2010).

Su actividad antimicrobiana esta asociada al carvacrol y timol, que ademas tienen

propiedades antiinflamatorias y estabilizan las membranas musculares en tejidos.
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Diferentes estudios han demostrado su actividad antimicrobiana frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos como: S. aureus, E. coli y

Salmonella, Pseudomonas spp, entre otros (lturriaga, Olabarrieta, & Marafién, 2012),

Es una planta nativa, que crece de forma silvestre a diferentes pisos térmicos del pais,
la caracterizacion realizada en aceite esencial extraido de cultivos presentes en
Colombia describen el carvacrol como principal componente (40%), seguido del p-
cimeno (13%) , g-terpineno (11%) y timol (11%), segun guimiotipos y zona del pais la
concentracion de timol puede alcanzar valores superiores al 60% (Stashenko, y otros,

2010).

Principales compuestos de la Lippia origanoides:

Carvacrol p-cimeno g-terpineno timol
HsC CHs
S
Ty
CH3

2.3.2 Syzygium aromaticum (Clavo)

Familia Myrtaceae
Origen: de la regién Indo-Malaya; cultivada en los tropicos, en Colombia se cultiva en
la Amazonia, Andes, Llanura del Caribe, Orinoquia, Pacifico, Valle del Cauca a 30 - 2350

m. (Bernal, Gradstein, & Celis, 2015)

Dentro de las propiedades se resalta su actividad antioxidante debido a los compuestos

fendlicos, asi como su uso desinfectante, su poder analgésico, antibacterial y
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antiinflamatorio. En la industria de alimentos se ha empleado como preservante debido
a su actividad antimicrobiana frente a mohos, bacterias y levaduras a fin de extender la
vida til de los alimentos procesados (Aguilar-Gonzéalez- & Lopez-Malo, 2013). El aceite
esencial de clavo estd compuesto en gran proporcion de eugenol (13-90%), al cual se
le atribuye su poder antifingicos. Ha mostrado efectividad frente al Aspergillus fumigatus
ensayos que emplean el aceite esencial como conservante (Mohd Sajjad Ahmad Khan,
2011) asi como, en cultivos in vitro e in vivo de fresas frente a Botrytis cinerea (Aguilar-
Gonzélez, Palou, & Lopez-Malo, 2015) y frente a la Candida albicans (Mansourian,
Boojarpour, Ashnagar, Beitollahi, & Shamshiri, 2014), igualmente tiene una accion
rapida como insecticida frente a una amplia variedad de insectos y acaros (Santamarina,

Rosello, Gimenez, & Blazquez, 2016).

Estudios confirman su actividad antimicrobiana empleandose como pelicula comestible
en el recubrimiento de arboles con el propésito de proteger la planta frente a posibles
atagues microbianos, y asi maximizar el rendimiento productivo pre y post cosecha
(Alkan & Yemenicio, 2016). Sin embargo, no ha mostrado sinergismo frente a
microorganismos patdégenos de la mastitis en comparacion con otros aceites esenciales
como el tomillo y el orégano (Perini, y otros, 2014). La composicién del aceite esencial
de clavo, puede variar de la siguiente manera: eugenol 49-90%, cariofileno 4-21%,
acetato de eugenilo 0.5-21% y trazas de a humeleno, a bergamoteno, iso eugenol,y
cadineno entre otros, como se muestra a continuacion (Aguilar-Gonzélez- & Lopez-

Malo, 2013).

PRINCIPALES COMPUESTOS DE SYZYGIUM AROMATICUM

Eugenol Cariofileno Acetato de eugenilo
CHy |
NS L e
RC [
:@/\/ o )LO
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2.3.3 Thymus vulgaris (Tomillo)
Familia Lamiaceae

Origen: Nativa de Europa; cultivada en América, en Colombia se cultiva en la Boyaca,

Cundinamarca, Santander y Valle a 2300 - 3800 m. (Bernal, Gradstein, & Celis, 2015)

En los principales compuestos del aceite esencial de tomillo se encuentran las
saponinas triterpenoides, flavonoides, cimeno, alcanfor, carvacrol y gran cantidad de
timol, entre otros. El tomillo cominmente ha sido usado en la culinaria por su olor, sabor
caracteristico y por sus propiedades antibacteriana también se ha empleado en
medicina natural durante el siglo XIX y la primera mitad del siglo XX cuando aun no se

empleaban los antibioticos tradicionales.

El interés en el control de enfermedades pos cosecha con el uso de aceites esenciales
y compuestos volatiles para el control de fitopatbgenos, en especial hongos, ha
mostrado que el aceite de tomillo tiene actividad antifingica en la conservacion de
papaya con una eficiencia mayor frente aceites esenciales como menta y eucalipto
(Barrera & Garcia, 2008). El timol es uno de los principales compuestos de este extracto,
se han realizado distintos estudios in vitro relacionados con el tratamiento de la mastitis
bovina (Pozzo, Santurio, Rossatto, Vargas, & Alves, 2011), uno de ellos muestran que
el timol (16-64 mg/mL) puede reducir la internalizacién del Staphylococcus aureus en
células epiteliales mamarias bovinas e inhibir la produccién de 6xido nitrico (Zhengkai,
y otros, 2014). Asi mismo, tiene una eficiencia muy similar al carvacrol obtenido en el
aceite esencial de orégano, frente aislados (S. aureus, S. chromogenes, S. warneri, S.

xylosus, S. sciuri, E. coli) de mastitis bovina (Fratini, y otros, 2014).

Las concentraciones de los compuestos de la planta de tomillo varian segun las
condiciones de cultivo y climatoldgicas, sin embargo las concentraciones de los

compuestos principales del tomillo pueden variar asi: saponinas triterpenoides (1.0 -
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2.5%), &cido ursdlico (1.5%), timol (40%), p-cimeno (15-50%), alcanfor (11-16%) y

carvacrol (9-10%) (Lemus & Quifidbnez, 2001).

Principales compuestos de Thymus vulgaris

Carvacrol p-cimeno alcanfor timol

HiC CHa3

CH3

2.3.4 Guazuma ulmifolia (Guasimo)
Familia Malvaceae

Origen: Meéxico, Argentina y en Colombia se cultiva en la Amazonia, Andes, Llanura
del Caribe, Orinoquia, Pacifico, Valle del Cauca, Valle del Magdalena a 0 - 1800 m.
(Bernal, Gradstein, & Celis, 2015)

La Guazuma ulmifolia se utiliza en forrajes ya sea en semilla, fruto, hoja y vastago del
alto valor nutritivo para bovinos por su alto contenido de proteina (Véler & Delgador,
2009), también se ha empleado en sistemas de silvopastoreo ya sea disperso en
potreros, en linderos, o intercalados con cultivos (Janzen, 1982), los animales consumen
sus frutos en especial en época de sequia y sus ramas en época humeda como dieta

complementaria. (Véler & Delgador, 2009).

Es una planta usada tradicionalmente en el tratamiento de mdultiples enfermedades
empleando la totalidad de la planta: los frutos cocinados se usan para el tratamiento de
la diarrea, resfriado y problemas renales, la corteza y las hojas se utilizan en el
tratamiento de la malaria, sarampién, gripe, otras enfermedades respiratorias y
enfermedades dermato mucosas. Dentro de los usos indigenas mayas de México y los

indigenas del Amazonas, se resalta el empleo de esta planta para aliviar los dolores del
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parto, el asma, desinfeccion y curacién de heridas, fiebre, lepra y otras afecciones de
la piel como erupciones, Ulceras e infecciones (Villamizar, Mosquera, Pifieros, Mufioz,

& Ospina, 2014).

Igualmente, desde los estudios etnobotanicos de centro América, se ha reportado el uso
tradicional de esta planta en el tratamiento de enfermedades de animales domésticos
en Nicaragua. El estudio realizado con comunidades de distintos municipios del
departamento de Esteli reporta un uso mayoritario de esta planta para el control de la
diarrea, intoxicaciones, estrefliimiento, Ulceras cutaneas en bovinos, empleando la
corteza de los tallos suministrando la tintura via oral en una sola dosis, en una relacién
de 1 cortezas por 5 partes de agua, asi como en bafios o directamente aplicando la

savia (Flores, Centeno, & Betanco, 2005).

El extracto de esta planta también presenta una alta eficiencia frente a microorganismos
Gram positivos, Gram negativos Yy Candida albicans, asi como accién
inmunoestimulante, actividad antiviral y actividad citotoxica contra células de carcinoma
humano CA-9KB, en estudios In vitro (Ramirez, Virgen-Calleros, Vargas-Radillo,

Salcedo- Pérez, & Barrientos-Ramirez, 2015).

De otra parte, se ha demostrado que en la corteza de la planta se pueden encotrar
compuestos de interés farmacol6gico como bufadiendlidos, cardendlidos, esteroles
insaturados, flavonoides, leucoantocianinas, beta-sitosterol y terpenoides; mientras que
las hojas contienen flavonoides y altos contenidos de proteina. Dentro de sus
principales compuestos estdn los taninos y quimicos antioxidantes Illamados
proantocianidinas., en especial procianidina B-2. Las hojas contienen ademas 4acido
kaurendico que se ha documentado en numerosos estudios a través de los afios como
antibacterial y antifingico y cafeina, cariofileno, catequinas, farnesol, entre otros

(Villamizar, Mosquera, Pifieros, Mufioz, & Ospina, 2014).
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Principales compuestos de Guazuma ulmifolia

Farnesol, Cariofileno Procianidina Acido
b-2, kaurendico
7
2
Z
<

2.3.5 Achyrocline Bogotensis (Vira- Vira)
Familia Asteracea

Origen: Andes, en Colombia se cultiva en la Boyaca, Cundinamarca, Magdalena,
Narifio, Norte de Santander, Quindio, Santander a 1600-4000 m. (Bernal, Gradstein, &

Celis, 2015).

La planta Vira Vira pertenece a la familia Asterdcea que incluye géneros como la
artemisia, la caléndula, la scorzonera y el taraxacum, entre otras. El origen etimolégico
del nombre proviene del latin “aster” que significa estrella y se refiere a la forma de las
inflorescencias En Colombia se utilizan dos especies medicinales diferentes cuyo
nombre comun es Vira Vira, sin embargo, una pertenece a la especie Achyrocline
bogotensis y la otra 0 Gnaphalium bogotensis, ambas con uso medicinal ancestral para
el tratamiento de enfermedades de la piel, prostatitis, antimicrobiano y mastitis (Patifio,

2015).

Morfolégicamente estas especies se pueden diferenciar por el nimero de flores
femeninas en el radio: la especie Gnaphalium (30-35) tiene un numero
considerablemente mayor respecto a la especie Achyrocline (4-6) (Gattuso, y otros,

2008), sin embargo, en su composicion quimica encontraron que ambos géneros tienen
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flavonoides sin sustituyentes en el anillo B y con grupos metoxilos en el anillo A, como
ocurre en la gnafalina, javerianina, metilgnafalina, etc. Seguin los estudios realizados

en la Universidad Javeriana en Bogota (Rico, 2009).

Principales compuestos de Achyrocline bogotensis

6,7-dimetoxi-5- hidroxiflavona: Quercetina B-Sitosterol
Javerianina

Ri=R2=H

Existe mayor informacién sobre la especie Achyrocline bogotensis, estudios realizados
en la Universidad Nacional han demostrado su actividad antibacteriana (bacteriostatica:
S. aureus y Streptococus B. Hemolitico, Bactericida: S. aureus) y su actividad
antifingica. Igualmente, se evalué su efectividad frente a micro bacterias no
tuberculosas que causan infecciones de tejido superficial e hipodérmico, abscesos y
enfermedades nosocomiales, con una CMI de 10 mcg/mL, una concentracion muy

similar a los farmacos empleados convencionalmente en el tratamiento (Patifio, 2015).

Igualmente, se ha evaluado su actividad antiinflamatoria y su actividad antioxidante, en
ensayos in Vvivo en ratones, se encontré que el extracto de Vira —Vira administrado a
una dosis de 1000 mg/kg presenta un efecto antiinflamatorio similar al diclofenaco (100
mg/kg). La actividad antioxidante es atribuida a la quercetina, uno de los principales
metabolitos secundarios de esta planta, su capacidad antioxidante es equivalente a

cinco veces mayor al demostrado por las vitaminas E y C (Rico, 2009).
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2.3.6 Lippia citriodora (Cedrdn)
Familia Verbenacea

Origen: cultivada en Colombia en los Andes y Valle del Magdalena a 1500 - 2800 m.
(Bernal, et al., 2015) Cultivada en: Cultivos ubicados Tenjo - Tabio, agricultura organica-
cultivos en Macheta

Parte de la planta: Hojas, ramas y flor Proceso de obtencion: Destilacion al vapor de la

planta.

En los principales compuestos del aceite de cedrén se encuentran limoneno, linalool,
cidral entre otros. El cedrén ha sido empleado cominmente en infusiones conocido
por ser antiespasmadico, antipirético, sedativo y digestivo. Se ha usado cominmente
para tratar el asma, flatulencias, célicos, diarrea, indigestion. Las concentraciones de
los compuestos de la planta, varian segun las condiciones de cultivo y climatoldgicas:

limoneno 0.6-37 %, neral 11-30%, geranial 14-37%.

Principales compuestos de Lippia citriodora

Limoneno Citral :Neral y geranial
N 1N
X I |
/\

De acuerdo con la recopilacién anterior se seleccionaron las plantas con propiedades
desinflamatorias, antibidticas y de uso etnobotanico dérmico.Entre ellas la: Lippia
origanoides, Thymus vulgaris, Lippia citriodora, Guazuma y Achyrocline bogotensis,
para iniciar los procedimientos experimentales teniendo en cuenta el siguiente juicio de

valor tabla 2:
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TABLA 2 CRITERIOS SELECCION PLANTAS

Planta Distribucién Propiedades Antibidticas Dérmico-
geografica desinflamatorias Abscesos
Lippia origanoides Nativa X X X
Familia Lamiaceae /Andina
tomillo Thymus Nativa de X X X
vulgaris Europa;
Familia Lamiaceae cultivada en
América
Guasimo Guazuma Nativa/ X X X
ulmifolia Andina

Familia Malvaceae

Vira- Vira Achyrocline Nativa X X X
bogotensis /Andina

Familia Asteracea

Lippia citriodora Introducida X X X

cultivada en
América



https://es.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Thymus_vulgaris
https://es.wikipedia.org/wiki/Thymus_vulgaris

3 OBJETIVO E HIPOTESIS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar aceites esenciales como agentes antimicrobianos para la prevencion y control

de la mastitis en bovinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de aislados de mastitis en bovinos de
la sabana de Bogota frente a aceites esenciales y antibi6ticos convencionales.

e Evaluar posibles efectos potenciadores en la actividad antimicrobiana in vitro de
la mezcla de aceites esenciales.

e Realizar un ensayo in vivo para evaluar la viabilidad en la prevencion y
tratamiento de mastitis en bovinos de la sabana de Bogotéa con el uso de acetites

esenciales.

3.3 HIPOTESIS PLANTEADA

Ho: Los aceites esenciales evaluados son capaces de inhibir el
crecimiento de los microorganismos predominantes de la mastitis en

bovinos y son una posible estrategia para su prevencion.

H1 Los aceites esenciales evaluados no son capaces de inhibir el crecimiento de
los microorganismos predominantes de la mastitis en bovinos y no son una

posible estrategia para su prevencion.
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4 MATERIALES Y METODOS

Para poder evaluar los aceites esenciales / extractos de las plantas seleccionadas como
posibles agentes para la prevencion y/o control de la mastitis en el departamento de

Cundinamarca — Colombia, se plantea una investigacion de tres fases (figura 3).

La primera fase exploratoria se enfoca en la extraccion de los aceites esenciales y en la
caracterizacion quimica para garantizar gue los metabolitos con capacidad antimicrobiana estén

presentes y evaluar su posible actividad citotoxica, esta corresponde a fase preliminar.

Una segunda fase, in vitro, en la cual se desarrollan los experimentos con microorganismos
patégenos aislados de casos positivos de mastitis bovina en la region de estudio. En esta fase
se evalla la actividad antimicrobiana, se valora si la mezcla de los aceites potencia la actividad
antimicrobiana y se determina la concentraciéon minima inhibitoria y bactericida para dar paso
a una posible formulacién y realizar la fase in vivo. Los ensayo en animales se realizaran en la
region de la “sabana de Bogota”, evaluando una formulacién preliminar de sellador de barrera

a base de aceites esenciales en comparacién con un producto comercial.

eEstandarizacion de los preparados de aceites
esenciales y ensayos preliminares.

eEvaluacién de la actividad antimicrobiana y determinacion
de la CMI de los aceites esenciales.

eEvaluacién del efecto potenciador en la actividad
antimicrobiana de la mezcla los aceites esenciales.

Fase

in vitro

eEnsayo in vivo para evaluar |la
Fase viabilidad en la prevencién vy
tratamiento de mastitis en bovinos de
in vivo la sabana de Bogotd con el uso de
acetites esenciales.

FIGURA 3 METODOLOGIA DE INVESTIGACION
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Los estudios experimentales de las primeras dos fases, se llevaran a cabo empleando cepas
aisladas procedentes de bovinos con mastitis de la sabana de Bogota en el laboratorio de
microbiologia de la facultad de veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia elegidas

aquellas consideradas de mayor incidencia e interés patogénico.

La fase in vivo se realizard con la Asociacion de productores de leche de Chocont4, en hatos

lecheros de la sabana de Bogota.

Las técnicas y procedimientos empleados en cada fase seran descritas en cada uno de los

experimentos.

4.1 FASE PRELIMINAR

Previa revision de la bibliografia y recopilacion de los saberes ancestrales de la regién para el
tratamiento de la mastitis, se seleccionaron las plantas medicinales que se incluiran en el
estudio, a partir de esto se realizara la estandarizacion del método de extraccion ya sea con
solvente o arrastre por vapor y se caracterizaran la composicion. Posteriormente, se realizaran
los ensayos preliminares de carga microbiana que pueda estar presente en el aceite esencial

extraido y citotoxicidad.

4.2 FASE In vitro

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se emplearan los métodos
de determinacion de concentracion minima inhibitoria por micro dilucién en placa y difusion de
discos Kirby-Bauer, igualmente, se emplearan las normas estandarizadas del NCCLS para
determinar los rangos si un microorganismo es sensible, resistente o con sensibilidad intermedia

frente a cada antibiético de estudio.

38



El tamafio de la muestra se analiza través de la Calculadora de Grandaria Mostral GRANMO
Versié 7.12 con un nivel de confianza 0.95. Para el andlisis estadistico se empleara las
categorias de sensible y no sensible frente a los antibiéticos considerando gue para fines

terapéuticos los antimicrobianos con resistencia intermedia no se aconsejan en el tratamiento.

Se utilizara la prueba de Chi cuadrada (X2) y se considerara diferencia significativa con un valor
de p <0.05, el andlisis de datos se realizara mediante el paquete estadistico SPSS para valorar

la tendencia de proporciones y concordancias.

4.3 FASE In vivo

Se realizara un ensayo piloto a fin de evaluar la viabilidad del uso de aceites esenciales en la
prevencion y tratamiento de la mastitis evaluando los siguientes pardmetros: Recuento de

células somaticas por microscopia directa, test de california y cultivo microbioldgico.

El tamafio de la muestra se analiza través de la Calculadora de Grandaria Mostral GRANMO
Versid 7.12 con un nivel de confianza 0.95. Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo
beta de 0.2 en un contraste bilateral. Se considerara diferencia significativa con un valor de

p < 0.05, el analisis de datos se realizara mediante el paquete estadistico SPSS.
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5 FASE PRELIMINAR: EXTRACCION,
CARACTERIZACION Y CITOTOXICIDAD DE LOS
ACEITES ESENCIALES

Las plantas incluidas en el estudio fueron obtenidas de cultivos jévenes del municipio
de Machetd a una altura de 1850 msnm, clima templado a célido con temperatura

promedio anual de 17.8 C, con minimas de temperatura de 12 C y maximas de 24 C.

Lo que facilita el cultivo de plantas aromaticas especialmente de la familia de las
Lamiaceae. Considerando gque algunas especies son hativas de Colombia, el material
vegetal fue identificado en el Herbario Nacional Colombiano ubicado en el Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia. Los aceites esenciales de
las especies Lippia origanoides, Lippia citriodora y Thymus vulgaris fueron obtenidos
por destilacion por arrastre de vapor, por ser un proceso de facil manejo, econémico y
de buen rendimiento. Para optimizar la extraccion se consideraron pre-tratamientos del
material vegetal para incrementar la superficie de contacto y por tanto, se disminuyo el
tamafio de particula para contribuir a la extraccién, dada la calidad del material vegetal
se optd por el pre-tratamiento de secado y fragmentado, descrito a continuacion: El
material vegetal es secado parcialmente al sol, protegido de la luz ultravioleta directa
gue puede producir reacciones quimicas que destruyen o evaporan los metabolitos de
interés. Se seca en un lugar cubierto con aireacion constante. El tiempo de secado
depende de la planta y la aireacién recibida durante el proceso, la temperatura y
humedad del aire, generalmente es cercano a los ocho dias. Este proceso se puede
realizarse en manojos atados al techo o en marcos de madera 1,20 m * 1,20 m, con
malla interna de metal, de plastico o de hilo. Sujetandoles con una estructura de madera,
se los apila a una distancia de 20 cm lo que permitiria un secado mas rapido; hasta

alcanzar una humedad cercana al 12%.
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El sistema de destilacién por arrastre de vapor se realizé en un alambique tradicional de
cobre como se muestra en la figura 4. En la seccion A del sistema, hay depésito de agua
que sirve como caldera y suministra el vapor a la seccion E, que es la columna de
destilacion en la cual se deposita el material vegetal previamente secado. La funcién del
vapor es hacer un arrastre de los metabolitos secundarios. El vapor y los metabolitos
extraidos llegan al condensador (seccion G). Ya en forma liquida se separa el aceite
esencial y el hidrolato por la diferencia de densidades, quedando en la parte superior el

aceite esencial.

Vapor+ Aceite esencial
I c ~
- © o

Condensador .
Agua - Aceite
——— i{ esencial
= 8 ~ & - F -
+
Hidrolato

FIGURA 4 SISTEMA DE DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR

Fuente: Modificado de Cobrelis, 2019
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Los aceites esenciales obtenidos fueron almacenados a 4°C en un recipiente de vidrio

color &mbar, hasta el andlisis cromatografico para identificar sus principales metabolitos.

5.1 DETERMINACION DE COMPONENTES EN LOS ACEITES
ESENCIALES

El analisis de los aceites esenciales se desarrolld de acuerdo al método 1ISO17025:2005
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS). La muestra
fue diluida e inyectada directamente al equipo cromatografico en modo Split Viny=2pL.
El equipo empleado es un cromatografo de gases AT 6890 Series Plus acoplado a un

DETECTOR DE MASAS MSD 5975, CON UNA COLUMNA DE ANALISIS DB-5MS.

La identificacién de los compuestos de los aceites esenciales se realiz6 de acuerdo a
sus espectros de masas y la base de datos de Adams, Wiley y NIST. En las Tablas 3, 4
y 5 se relacionan los tiempo de retencidn, cantidad relativa y compuestos mas
representativos presentes en los aceites esenciales de Lippia citriodora, Thymus

vulgaris y Lippia origanoides, respectivamente.

Dentro de los principales componentes del aceite esencial de Lippia citriodora, se
encuentra el limoneno, el geranial y neral. Jareerat et al. (2011) reporta que la mezcla
de estos metabolitos generan dafios en la membrana citoplasmatica en Staphylococcus
aureus - Meticillina resistente, respaldando los usos tradicionales en la region como

antimicrobiano.

TABLA 3 COMPUESTOS ACEITE ESENCIAL DE Lippia citriodora

Tr min Compuesto Cantidad
relativa %

15.33 allpineno 0.7

17.33 B-pineno 2.9

19.38 p-Cimeno 1.9
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Tr min Compuesto Cantidad
relativa %

19.75 Limoneno 38.6

20.75 Y-Terpineno 2.3

26.24 a-terpineol 0.7

27.90 Neral 21.6

28.96 Geranial 24.8

En los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Lippia origanoides, se encuentra como

principal componente el timol y el carvacrol, ambos asociados con la actividad

antimicrobiana, antioxidantes y capaces de inhibir la internalizacion de S. aureus en

células epiteliales mamarias de bovinos.

TABLA 4 COMPUESTOS ACEITE ESENCIAL Thymus vulgaris

Tr min Compuesto Cantidad
relativa %

17.76 B-mirceno 1.6

19.81 Limoneno 24.2

22.4 Linalool 0.8

29.69 Timol 29,0

29.94 Carvacrol 14.0

TABLA 5 COMPUESTOS ACEITE ESENCIAL Lippia origanoides

Tr min Compuesto Cantidad
relativa %

11.81 o -cimeno 0.8

21.42 Durenol 3.5

29.75 Timol 59.3

5.2 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS ACEITES

ESENCIALES

Para evaluar la citotoxicidad de los aceites esenciales se realiz6 el bioensayo de Artemia

franciscana, método descrito por Meyer et al. (1982), usado para la investigacion de

productos naturales, a fin de encontrar la concentracion letal CLso en pg/mL para los
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aceites esenciales de Lippia citriodora, Thymus vulgaris y Lippia origanoides. La Artemia
franciscana, es un crustaceo perteneciente a la familia de Anostraca, distribuida y

adaptada en agua salada en todo el mundo.

Los huevos fueron eclosionados en agua salada artificial a 26°C y oxigenacién constante
después de 48 h. El bioensayo consistio en la preparacion de 6 soluciones salinas de
aceites esenciales a concentraciones de 33.7, 16.8, 8.42 y 4.21 pg/mL disuelto en 20uL
DMSO (Dimetil sulféxido). Se empleé como control negativo una solucion salina de

DMSO al 0.02% (20uL/100 mL agua salina) y una solucion salina pura.

Preparadas las soluciones se sirvieron en recipientes 6 ml de cada solucién por
triplicado y se colocaron 10 metanauplios de Artemia franciscana (Figura 5). Posterior
a 24 h a las mismas condiciones iniciales para la eclosion (temperatura y oxigeno), se
contaron los metanauplios vivos (con movimiento) y se procedio al andlisis estadistico

(GONZALEZ, 2010).

FIGURA 5 BIOENSAYO DE CITOTOXICIDAD CON Artemia

Fuente: Gonzélez, 2010
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Los efectos toxicos fueron registrados en proporciéon a la concentracion con una

correlacion de R: 96.4% para L. origanoides, 92,1% para L. citriodora y 87.3% para

Thymus vulgaris, a 24 h. En las figuras 6 y 7 se puede observar la mortalidad vs

concentracion de aceite esencial y la regresion estadistica con el modelo Probit para

determinar la concentracion letal 50.

FIGURA 6 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ACEITE ESENCIAL SOBRE LA MORTALIDAD DE

ARTEMIA (% MORTALIDAD VS CONCENTRACION [C] pg/ml)

100

80

60

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40

pg/mi
—@—Tymus vulgaris  —@—Lippia Origanoide —0— Lippia citriodora

FIGURA 7 REGRESION ESTADISTICA CON EL MODELO PROBIT DE LOS ACEITES ESENCIALES

[ L B O L & R =]

Probit

y=1,368x+2,295 V.=2,317x-1,87
=0,9647

,,,,,

V=0,406x+ 3,98

R?=0,9206
0,627109711 0,928139707 1,229169703 1,530199698
e | ippi citriodora e [ ippic Origanoide e Ty vulgaris Log [C]
--------- Lineal (Lippia citriodora) «++++++++ Lineal (Lippia Origanoide) ««+++++++ Lineal (Tymus vulgaris)
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De acuerdo con lo anterior, la CLso de los aceites esenciales y la confiabilidad de esta
estimacion se muestran en la Tabla 6, asi como la CLsp de algunos agentes
antimicrobianos de referencia. Se puede observar la baja citotoxicidad del aceite
esencial de Lippia origanoides, en relacion a los otros aceites, esto evidencia su
capacidad y potencial (Pérez & Lazo, 2010). De otra parte, la citotoxicidad de los aceites
esenciales de Lippia citriodora y Thymus vulgaris similar a agentes fangicos como el
Itroconazol, y mucho menos citotoxico que agentes antimicrobianos de productos
comerciales como el Triclosan. Aunque el valor esté muy por encima de antibidticos
como la Oxitetraciclina, que se emplea en el tratamiento de infecciones comunes en

bovinos a dosis de 10-20 mg/ Kg peso vivo.

TABLA 6 CL50 ACEITES ESENCIALES Y AGENTES ANTIMICROBIANOS DE REFERENCIA

Aceite esencial o sustancia CL50 Nivel de
guimica pg/ml a confianza

24h
AE. Lippia origanoides 19,39 96,4%
AE. Lippia citriodora 10,05 92,1%
AE. Thymus vulgaris 16,95 87;,3%
Agente antimicrobiano CL50 Fuente

Hg/ml a

24h
Ketoconazol (dosis perros 38.5 (lannacone,
10 mg/kg*d) Alvarifio, Valle
Clotrimazol(2.31mg/d) 37.1 Riestra,
Triclosan (0.3%) 1.34 Ymafia, &
Itroconazol 19.8 Argota, 2016)
Oxitetraciclina (dosis 923
bovinos 10-20 mg/ Kg peso
Vivo)
DMSO 8.5% (Geethaa,

Thavamany,
Chiew, &

Thong, 2013)
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6 FASE IN VITRO. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
ACEITES ESENCIALES Y ANTIBIOTICOS SOBRE
MICROORGANISMO DE IMPORTANCIA EN MASTITIS
BOVINA

Este ensayo evalud la actividad antimicrobiana de aceites esenciales antibiéticos
convencionales frente a cepas Staphylococcus spp de aisladas de casos clinicos de
mastitis bovina en la sabana de Bogota y evaluar las diferencias significativas en el
crecimiento de estas cepas frente a los antimicrobianos mas comunes. La sensibilidad
de las cepas aisladas de Staphylococcus spp (n=80) fue evaluada frente a los aceites
esenciales de Thymus vulgaris (L), Lippia Alba (Mill) y Lippia citriodora (L'He'r.), asi
como a los antibidticos Oxacilina, Gentamicina, Clindamicina, Cloranfenicol,
Amoxicilina, Enrofloxacino y Eritromicina a través del método de Kirby-Bauer. Para el
analisis estadistico se calcul6 el tamafio de la muestra con GRANMO 7.12 y el paquete

estadistico IBM SPSS.

6.1 Aislamiento de microorganismos patdogenos

Considerando que la sabana de Bogota es una de las regiones geograficas mas
relevantes para este sector productivo, en el departamento de Cundinamarca se
producen entre 15.000 a 100.000 litros diarios por empresa®. Dada su importancia
comercial y la prevalencia de mastitis presentada en esta zona se seleccionaron de 8
municipios de Cundinamarca, aledafios a la ciudad de Bogota (figura 8) para delimitar

el muestreo.

3 FEDEGAN 2017
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En total se analizaron N= 544 casos de los cuales se encontré6 mayor porcentaje de

incidencia para las cepas de Staphylococcus spp en las muestras positivas de mastitis,

figura 9. Considerando su recurrencia en los casos analizados de mastitis en las vacas

de los hatos lecheros y la falta de higiene que se lleva a cabo en las practicas de

extraccibn de la zona, las cepas de Staphylococcus spp.

y en especial el

Staphylococcus aureus representa un mayor interés como principal causante de la

mastitis clinica crénica, casos de reincidencia y contaminacion de vacas sanas (Pozzo,

Santurio, Rossatto, Vargas, & Alves, 2011).

Municipio | Porcentaje
Cogua 28%
El rosal 5%
Funza 10%
Madrid 3%
Sibaté 8%
Sopo 10%
Tenjo 15%
Tocancipa 23%

FIGURA 8 DELIMITACION ZONA / PORCENTAJE PARTICIPACION DE

MUESTREO
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% de Incidencia/Microorganimos (N=544)

Candida sp.

Bacilos Gram Positivos****
Bacillus spp

Otras Enterobacterias***
Klebsiella sp.

E. coli

Familia Streptococaceae**
Stretooccus spp.

Staphylococcus spp.

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

FIGURA 9 INCIDENCIA POR MICROORGANISMOS EN CASOS POSITIVOS MASTITIS BOVINA

Se aislaron 80 cepas de Staphylococcus spp., las cuales se le realizaron las siguientes
pruebas de identificacion: Tincion Gram, Catalasa, Coagulasa, Manitol, DNAsa,
Voges-Proskauer, Baird Parkey  Maltosa.  Especificamente se identificaron 37

cepas de Staphylococcus aureus.

De acuerdo con los tamafios de la muestra para una poblacién infinita de cepas se
calculd con el programa Granmo 7.12 las unidades de precision que se puede evaluar
en la sensibilidad in vitro de los antibiéticos con un nivel de confianza expresado en la

Tabla 7.

TABLA 7ANALISIS TAMANO DE LA MUESTRA: PROGRAMA GRANMO 2015

Microorganismo Nivel de Confianza Unidades de precision
Staphylococcus spp (n=80) 95 +/- 11
Staphylococcus aureus (n=37) 95 +/- 16
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6.2 Técnica de difusion en disco Kirby Bauer

Para evaluar la susceptibilidad en los antibiogramas para las cepas de estudio se realizé

la técnica de difusién con discos de Kirby Bauer descrita en la figura 10:

3. Depositar los discos que

1. Preparar suspension 0.5 2. Sembrar por la técnica :

en escala McFarland (10* de siembra masiva de Ilgr\]/ggigggg?g?:dgr;gga
UFC/ml) en un tubo esteril muestra en medio Mueller Fitoterinico a detgrminada
con Caldo Mueller Hilton Hilton P

concentracion- Eucast.

5. Medir los diametros de
los halos de inhibicién
para determinar si es 4. Dejar incubarlas placas
sensible, resistente o T 37°C durante 18-24 h.
intermedio. (NCCLS-
Formulario 13.03)

FIGURA 10 TECNICA DE DIFUSION KIRBY BAUER
Fuente: (Bernal & Guzman, 1984)

6.3 Productos naturales evaluados

Los productos naturales se evaluaron impregnando discos de 7 mm de papel filtro estéril

(densidad 140g/cm2), con 20 pL (Fratini, y otros, 2014) de:

1.  Aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris)

2. Aceite esencia de pronto alivio (Lippia Alba) (en el momento de este

estudio no se contaba con cultivos de la planta Lippia origanoides, por
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disponibilidad y de acuerdo a las revisiones bibliograficas fue reemplazada por

esta variedad).

3.  Aceite esencial de Cedron (Lippia citriodora)

4, Resina guacimo (Guazuma ulmifolia) decoccién

5. Resina guacimo maceracion e infusion.

6. Resina Vira vira (Achyrocline bogotensis) decoccion

7. Resina Vira vira maceracién e infusion.

Adicionalmente, se evaluaron los siguientes antibidticos convencionales: Oxacilina,

Gentamicina, Clindamicina, Cloranfenicol, Amoxicilina, Enrofloxacino y Eritromicina.

En la incubacién el disco de antibiético difunde radialmente en el agar su concentracion
que va disminuyendo a medida que se aleja del disco, hasta que su concentracion no
puede inhibir el crecimiento del microorganismo en estudio. Dependiendo del tamafio
de este didmetro el antibiético puede ser clasificado como sensible, intermedio o
resistente (S, I, o R). De otro lado, se emplearon las categorias de cepas sensible y
resistente frente a los antibioticos, considerando que para fines terapéuticos, los

antimicrobianos con resistencia intermedia no se aconsejan en el tratamiento.

Para el caso de los productos naturales, se midi6 el didmetro de inhibicion de
crecimiento frente a los aceites esenciales y las resinas y se calcularon la estadistica
descriptiva: minimo, maximo, media y error estandar (Tabla 8). A partir de estos valores
se definié una sensibilidad para discos mayores de 20 mm vy resistencia para discos
menores a este valor (Fratini, y otros, 2014). Se utilizé la prueba de Chi cuadrada (X2)

y se considerd una diferencia significativa con un valor de p < 0.05.
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El analisis de los datos se realizé6 mediante el paquete estadistico SPSS para valorar la

tendencia de proporciones y concordancias.

TABLA 8 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA ESTADISTICA DESCRIPTIVA PRODUCTOS NATURALES

Media Error
Estadistico estandar
1. Aceite esencial de cidron ( Lippia 27,2 0,91
citriodora)
2. Aceite esencia de pronto alivio (Lippia 21,3 1,30
alba)
3. Aceite esencial de tomillo (Thymus 26,7 0,83
vulgaris)
4, Resina guacimo ( Guazuma ulmifolia 5,1 1,55
)decoccion
5. Resina guacimo maceracién e infusion. 0,00 0,00
6. Resina Vira vira ( Achyrocline bogotensis) 0,00 0,00
decoccién
7. Resina Vira vira maceracion e infusion. 0,00 0,00

Los aceites esenciales evaluados presentaron actividad antimicrobiana con los

siguientes porcentajes de inhibicién de cepas de Staphylococcus spp.: Lippia citriodora

(85%), Thymus vulgaris (83.5%) y Lippia alba (50.6%) (Figura 11).

% SENSIBILIDAD Staphylococcus sp. FRENTE A ANTIBIOTICOS
CONVENCIONALES N= 80 (P< 0,05)
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% SENSIBILIDAD Staphylococcus spp. FRENTE A ACEITES
ESENCIALES/RESINAS N= 80 (P< 0,05)
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citriodora  vulgaris alba  bogotensis  ulmifoli

FIGURA 11 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PLANTAS VS ANTIBIOTICOS N=80
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La mayor sensibilidad se present6é frente al Cloranfenicol con un 92.6% de cepas
sensibles, mientras que el antibidtico en el que se presenté mayor resistencia fue la
Clindamicina con una sensibilidad solo en el 25% de las cepas evaluadas. Para los
demas antibiéticos la sensibilidad no fue concluyente: Amoxicilina con un 50.1%,
Enrofloxacino con un 46% y Oxacilina con un 60.1% en cepas de Staphylococcus spp.

(p < 0.05)

Un comportamiento similar se observo en los aislados de Staphylococcus aureus como
se observa en la figura 12, sin embargo, se observé mayor resistencia frente a los
antibioticos convencionales y se mantuvo la sensibilidad presentada frente a Lippia

citriodora (83.8%) y Thymus vulgaris (83,8%).

o, % SENSIBILIDAD Staphylococcus aureus FRENTE A
% SENS!BILI DAD Staphylococcus aureus FRENTE A ANTIBIGTICOS CONVENCIONALES N= 37 (P< 0,05)
ANTIBIOTICOS CONVENCIONALES N= 37 (P<0,05)
100 100
90 | 90 83,8 83,8
80 | 80
70 | 0 70 —
60 | 51 60
50 | 5o ||
| L 37,8
40 28 55 40
30 | 30—
20 | 20
10 | 10 |
0 0
0! 0
CLORANFENICOL CLINDAMICINA  AMOXICILINA ENROFLOXACINO AE Lippia  AE. AE Lippia RESINAA. RESINAG.
citriodora  Thymus alba bogotensis  ulmifoli
vulgaris

FIGURA 12SENSIBILIDAD FRENTE ANTIBIOTICOS Y ACEITES ESENCIALES STAPHYLOCOCCUS
AUREUS N=37

Se evidencia que existen diferencias significativas en la sensibilidad de las cepas de

Staphylococcus spp. aisladas frente a los aceites esenciales de Lippia citriodora y
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Thymus vulgaris mostrando una actividad antimicrobiana (p < 0.05), asi como una
sensibilidad de estas cepas frente al Cloranfenicol y una resistencia a la Clindamicina
(p < 0.05). El Staphylococcus aureus presenta mayor resistencia frente a los antibioticos
convencionales sin embargo mantiene la sensibilidad frene a los aceites esenciales de

Lippia citriodora y Thymus vulgaris.
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7 FASE IN VITRO. EFECTO SINERGICO DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE MEZCLA DE
ACEITES ESENCIALES EN LA MASTITIS BOVINA

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris (L) y Lippia citriodora (L'He'r.) han mostrado
actividad antimicrobiana en ensayos in vitro en cepas aisladas de Staphylococcus spp
(n=80) provenientes de casos positivos para mastitis bovina de la sabana de Bogota —
Colombia, siendo una posible alternativa terapéutica. El presente ensayo evalia el
efecto sinérgico/potenciador de la mezcla de estos dos aceites esenciales frente a los
aislamientos y busca encontrar diferencias significativas en su crecimiento respecto a

los aceites esenciales puros.

La sensibilidad de las cepas aisladas de Staphylococcus spp fue evaluada frente a
mezclas de distintas concentraciones de aceites esenciales de Thymus vulgaris (L)
(AET) y Lippia citriodora (L'He'r.) (AEC), utilizando la técnica del tablero de ajedrez y el
método de Kirby-Bauer. Se concluye que existen efecto sinérgico de la mezcla de
aceites esenciales (75% AEC /25% AET) que potencia su actividad antimicrobiana
optimizando su eficiencia terapéutica (p < 0.05). La concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion minima bactericida (CBM) de la mezcla (75% AEC /25% AET)

fue determinada por la técnica de micro dilucion en caldo (n=80).

7.1 Microrganismos
A partir de 80 cepas aisladas de Staphylococcus spp, de casos positivos de mastitis

bovina de la sabana de Bogota previamente caracterizados en el Laboratorio de
Microbiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad Nacional de Colombia- Sede Bogota
(n=43 Coagulasa negativo y n=37 Staphylococcus aureus) , almacenados en
condiciones de congelacion. Se realizé el cultivo previa descongelacion y cultivo en agar

sangre incubados a 37 °C 24 horas para la ejecucion de las pruebas.
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7.2 Aceites esenciales y elaboracion de la mezcla
El aceite esencial de Lippia citriodora (L'He'r.) (AEC) previamente caracterizado,

principalmente compuesto de limoneno, citral y linalool, no contiene ingredientes
peligrosos y puede emplearse en preparaciones cosméticas emolientes. Es un aceite
transparente amarillo palido de densidad d2o 0.86 g/mL, insoluble en agua y soluble en
aceites vegetales. Previamente habia mostrado un 85% de inhibicién en las cepas de

estudio, con un halo medio de 27,2 mm.

Igualmente se evalué el aceite de Thymus vulgaris (L) (ACT) que estd compuesto
principalmente por de timol y cimeno, trazas de borneol, acetato de bornilo. La densidad
d200.88 g/mL. insoluble en agua, soluble en aceites y solventes organicos. Previamente
habia mostrado un 82,5% de inhibicién en las cepas de estudio, con un halo medio de

26,7 mm.

Se utilizd6 como disolvente miristato de isopropilo estéril, que ha demostrado no tener
actividad antimicrobiana en las condiciones de ensayo, con dz 0.856 g/mL, empleado
como excipiente en ensayos de esterilidad y en productos cosméticos a base de aceites

y grasas®.

Estudios demuestran que existe sinergia en la actividad antimicrobiana de plantas
medicinales (Mundy, Pendry, & Rahman, 2016). Por lo anterior, se empled la técnica de
tablero de ajedrez, que se usa en el estudio de actividad combinada, en la cual hay
multiples diluciones de los antimicrobianos en concentraciones superiores e inferiores a
la Concentracién Minima Inhibitoria -CMI reportada para estos aceites (Picazo, 2000).

Se trabajo con concentraciones mucho mayores considerando que la calidad de los

4 British Pharmacopoeia 2009.British Pharmacopoeia Volume | & Il. Monographs: Medicinal and

Pharmaceutical Substances: Isopropyl Myristate
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aceites empleados en el estudio es inferior a lo descrito en la farmacopea britanica® para
el aceite esencial de tomillo. De esta forma, quedan representadas todas las posibles
combinaciones de diluciones para los dos aceites esenciales de estudio en 19 mezclas

descritas en la tabla a continuacion.

TABLA 9 TABLERO CONCENTRACIONES AET/AEC

% % Aceite esencial de Tymus
Aceite vulgaris
esencial
de 0% 3% 6% 25% 50%
Lippia
Citriodo
0% 1 2 3 4 5
3% 6 7 8 9 10

6% 11 12 13 14 15
25% 16 17 18 19 20
50% 21 22 23 24 25
75% 26 27 28 29

Para la técnica de Kirby Bauer se prepararon los discos con las mezclas a evaluar
impregnando discos de 7 mm de papel filtro estéril (densidad 140g/cm2), con 20 uL de

mezcla (Fratini et al, 2014).

Se inocularon las placas de Muller —Hilton con una solucién de caldo Muller Hilton a una
escala de turbidez 0.5 McFarland, se colocaron los discos previamente preparados y se
incub6 durante 24 horas a 37 °C, posteriormente, se midié los halos de inhibicion de las

placas en mm. °

5 Método actividad antimicrobiana. Pruebas bioldgicas. Actividad antimicrobiana. Farmacopea

de los Estados Unidos.2010
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7.3 Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se calcul6 el tamafio de la muestra con GRANMO 7.12 vy el
paguete estadistico IBM SPSS, se utiliz6 la prueba de Mann Whitney para grupos no
paramétricos independientes.

En el ensayo preliminar se evalud la actividad antimicrobiana con el método de difusion
de disco y micro diluciéon a fin de descartar aquellas mezclas no relevantes para el
ensayo. Se descartaron 15 mezclas las cuales se muestran sombreadas en la Tabla
10, quedando 14 mezclas a evaluar una posible sinergia significativa:

TABLA 10 MEZCLAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA (SIN ACTIVIDAD B )

AET o9, 3% 6% 25% 50%

AEC
0% 1 2 3 4 5
3% 6 7 8 9 10

6% 11 12 13 14 15
25% 16 17 18 19 20
50% 21 22 23 24 25
75% 26 27 28 29

Las mezclas que presentaron actividad antimicrobiana fueron evaluadas con el total de
aislamientos (n=80), figura 13, mediante el método de difusién de disco encontrando
gue Unicamente 6 de las mezclas mostraban una actividad antimicrobiana relevante (24-

29).
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FIGURA 13 INHIBICION PARA LAS MEZCLAS EVALUADAS

Se midieron los halos de inhibicion para el total de aislados (n=80) y se calculé la media
(Tabla 11), también se observé un incremento en los halos de inhibicién a partir de la

mezcla 24 como lo muestra la figura 14.

FIGURA 14 INCREMENTO HALOS INHIBICION
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TABLA 11 HALO INHIBICION EXPRESADO EN mm

Mezcla | Halo mm Mezcla Halo mm
15 11,05 24 29,12
17 10,22 25 31,02
18 16,06 26 31,05
19 17,3 27 32,36
20 18,54 28 33,47
21 23,5 29 34,55
22 25,81 AET 26,6
23 26,56 AEC 27,2

El tamafio de la muestra fue calculado para dos grupos independientes teniendo en
cuenta la maxima diferencia de porcentajes presentada, es decir la mezcla 29 con un
porcentaje de 96.25% para el grupo 1 y 83,5% grupo 2 Aceite esencial de tomillo, y
estimando ninguna pérdida se requieren 79 individuos para representar la poblacion.
Considerando la n=80, el andlisis estadistico y la evaluacién de la concentracion minima
inhibitoria y concentracion minima bactericida se realiza con la mezcla 29 (75

AEC/25AET).

El analisis estadistico se realiza con el programa SPSS; para variables no paramétricas
con la prueba de Mann —Whitney, aceptando diferencia significativa en las medias de
los halos de inhibicién de la mezcla comparada con el aceite esencial de cedrén puroy

el aceite esencial de tomillo con un p<0.05:

TABLA 12 PRUEBA DE MANN-WHITNEY

Estadisticos de prueba®

VARO00002
U de Mann-Whitney 1518,000
W de Wilcoxon 4758,000
Z -5,895
Sig. asintética (bilateral) ,000

a. Variable de agrupacion: VAR00001
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Frente a ambos aceites puros el p valor es <0.05, mostrando una diferencia significativa
en la actividad antimicrobiana de la mezcla frente a los microorganismos aislados de

estudio.

Se evidencia que existen efecto sinérgico de la mezcla de aceites esenciales (75% AEC
/25% AET) que potencia su actividad antimicrobiana optimizando su eficiencia
terapéutica (p < 0.05), con un halo medio de inhibiciobn de 34 mm y un porcentaje de
inhibicién del 96%, por encima del aceite esencial de Thymus vulgaris (L) halo medio de
26 mm y 83% de porcentaje de inhibicion y del aceite esencial de Lippia citriodora

(L'He'r.) con un halo medio de 27 mm y 85 % de porcentaje de inhibicion.
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8 FASE IN VITRO. SCREENING DE ACEITES

ESENCIALES FRENTE A Staphylococcus aureus

OXACILINA RESISTENTE AISLADOS DE CASOS
CLINICOS DE MASTITIS BOVINA

El Staphylococcus aureus Oxacilina-resistente, ha mutado genéticamente, mediante el
gen mecA, que impide a la penicilinas semi sintéticas (Oxacilina y Meticilina) bloquear
la enzima transpeptidasa que sintetiza la pared celular, esto impide tratamiento con
penicilinas semi sintéticas y cefalosporinas (Echeverria & Iglesias, 2003). Considerando
la accion nociva del geraniol sobre la membrana citoplasmatica de S. aureus que
mediante la sinergia de los mecanismos de accion de los compuestos de estos aceites
esenciales potencializan la actividad antimicrobiana (Jareerat Aiemsaard, Aromdee,
Taweechaisupapong, & Khunkitti, 2011) es interesante evaluar la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Lippia citriodora (Lam.), Thymus vulgaris
(L), Lippia alba (MiLL) y una mezcla de aceites esenciales de Lippia citriodoray Thymus
vulgaris (75/50 v/v), frente a aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus Oxacilina-

resistente (n=15) de mastitis bovina.

8.1 Aceites esenciales frente a Staphylococcus aureus Oxacilina

Resistente
La mastitis bovina es uno de los principales problemas econémicos en la industria de

leche, especialmente relacionada con microorganismos patdégenos, siendo el
Staphylococcus spp., uno de los principales involucrados (Diaz, y otros, 2010). El uso
profilactico de antibiéticos en la prevencion de la mastitis bovina y los malos manejos
han generado resistencias en los microorganismos como el caso de Sthaphylococcus
aureus frente a la Oxacilina, lo que dificulta el control y manejo de esta enfermedad

(Erskine, Cullor, Schaellibaum, Yancey, & Zecconi, 2004). La Organizacion Mundial de
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la Salud, ha catalogado la resistencia a los antibiéticos como un problema sanitario de
alto impacto para la salud y el desarrollo. En este sentido, se requiere explorar de nuevas

alternativas terapéuticas entre ellas el uso de productos a base de plantas naturales.

Especificamente, el aceite esencial de Thymus vulgaris y el timol, su principal
compuesto, ha mostrado ser de interés en el tratamiento de la mastitis bovina (Pozzo,
Santurio, Rossatto, Vargas, & Alves, 2011), puede reducir la internalizacion del
Staphylococcus aureus en células epiteliales mamarias bovinas e inhibir la produccion
de o6xido nitrico (Zhengkai, y otros, 2014). Algunos estudios han evaluado los cambios
morfoldgicos en Staphylococcus aureus Meticilina resistente en presencia del aceite
esencial de Cymbopogon citratus (DC.) que tiene compuesto predominandtes como
citral (74%) y la mezcla geranial (40.56%) y neral (33.71%), geraniol (4.64%),
encontrando dafios en la membrana citoplasmatica que pueden ser ocasionados por la
sinergia de los mecanismos de accion de los compuestos que potencializan la actividad

antimicrobiana (Jareerat Aiemsaard, Aromdee, Taweechaisupapong, & Khunkitti, 2011).

8.2 Staphylococcus aureus Oxacilina Resistente

Fueron estudiados 15 aislados de Staphylococcus aureus, de casos mastitis subclinica
y clinica en bovinos de la sabana de Bogota — Colombia, previamente caracterizados en
el Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Veterinaria. A través del método Kirby-
Bauer se evalud la resistencia a la Oxacilina (NCCLS, 2000) Almacenados en
condiciones de congelacion. Descongelados y cultivados en agar sangre incubados a

37 °C 24 horas para la ejecucion de las pruebas.

Se empled la técnica de Kirby-Bauer anteriormente descrita e igualmente se prepararon
los discos con los aceites esenciales y la mezcla a evaluar impregnando discos de 7
mm de papel filtro estéril (Iturriaga, Olabarrieta, & Marafion, 2012) (densidad 140g/cm2),

con 20 L de aceite (Fratini, y otros, 2014).
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8.2.1.1 Andlisis Estadistico

Se us6 el paquete estadistico IBM SPSS (version 22.0), se utilizé la prueba Kruskal
Wallis para evaluar diferencias significativas entre las medianas de los halos de

inhibicion de los aceites esenciales.

La actividad antimicrobiana se evalu6 a partir de los didmetros de inhibicion de
crecimiento de los aislados de Staphylococcus aureus-Oxacilina resistente (n=15),

generados por los discos impregnados de aceites esenciales ver Tabla 13:

TABLA 13HALOS DE INHIBICION DE Staphylococcus aureus-OXACILINA RESISTENTE PARA
LOS ACEITES ESENCIALES Y LA MEZCLA (N=15)

Aceite esencial Thymus Lippia Lippia alba Mezcla
Parametro vulgaris citriodora (LCITV)
(mm)
Media 23.93+/-155 24.40+/-1.66 21.00+/-3.41 32.07+/-2.31
Mediana 24.00 24.00 14.00 40.00
Minimo 12 18 6 19
Maximo 36 45 45 40

Se calcul6 el porcentaje de aislamientos con un didmetro de inhibicion superior a 21
mm, encontrando que solo el 33.33% de aislamientos superaban este valor para el AE.
Lippia alba, el 73.33% para el caso del AE. Thymus vulgaris, un 80.00% para la el AE.

de Lippia citriodora, y un 86.67% la mezcla de aceites esenciales (AEC/AET 75/50).

Para determinar diferencias significativas entre los aceites y la mezcla, se aplico prueba
estadistica de Kruskal Wallis a fin de comparar las medianas para pruebas no
paramétricas. Encontrando diferencias significativas para la mezcla de aceites
esenciales (AEC/AET 75/50) frente a los aceites esenciales puros con un p=0.019. Esto
evidencia que la mezcla de aceites esenciales (AEC/AET 75/50) potencia la actividad

antimicrobiana de los aceites puros igualmente para las S. aureus Oxacilina resistente.

Siendo una posible alternativa frente a Staphylococcus aureus resistentes a la Oxacilina

aisladas de casos positivos de mastitis bovina.
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9 FASE IN VITRO. DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y
BACTERICIDA

La concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) fue determinada con
base en el documento M26 (CLSI, 1999), el método describe que se hace en la primera
columna una distribucién de 200 uL de solucién con una concentracion de 20:200 de
mezcla de aceites esenciales (AEC/AET 75/50) y una distribucion de 100 uL de caldo
Muller Hinton en el resto de los pozos. De la primera columna se toman 100 pL y se
depositan en la segunda y asi sucesivamente, desechando la dltima columna para
obtener concentraciones de 20:200, 10:200, 5:200, 2.5:200 y 1.25:200 y un altimo pozo
de 200 pL de caldo inoculado por Staphylococcus spp sin mezcla para control.
Posteriormente se inocula con 100 pL de una suspensién de turbidez a escala 0.5 Mc
Farland de Staphylococcus spp (n=80) preparado en caldo Muller-Hinton. Se incuba
durante 24 horas a 372C y posteriormente, se registra la concentracién que no muestra
turbidez. Finalmente, para determinar la CMB, se tomaron alicuotas de 10uL de los
pozos y se siembran en agar Mueller-Hinton evaluando el crecimiento bacteriano
después de 24 horas de incubacion a 372C. Se registré la concentracion mas baja de la

mezcla que no mostrd crecimiento Figura 15.

Aislamientos Staphylococcus spp
(n=43 Coagulasa negativo y n=37 Staphylococcus

aureus)

(1) Mezcla seleccionada

O D @ O ! O Microdilucion
i Caldo Muller Hilton

20:200 10:200 5200 25200 11.25:200 g5

24h
S

202200 10:200 5:200; 2.5:200 1.25:200

E Siembra placa 10uL
© © © ! Agar Muller Hilton
T35°C
CMB

N=80

CMI

24h

FIGURA 15 CONCENTRACION MIiNIMA BACTERICIDA
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9.1 Andlisis Estadistico
La concentracion minima bactericida para la mezcla se identific6 a partir de la

concentracion capaz de destruir la muestra inoculada en condiciones estandar lo que

se verifico a través del no crecimiento de la alicuota sembrada contrario a lo que se

presenta en la figura 16.

FIGURA 16 EVIDENCIA DE CRECIMIENTO

De las 80 aislamientos el 92.5 % mostré una concentracion minima bactericida de 5:200

es decir del 2.5%.(25 pL/mL), como se observa en la Tabla 14.

TABLA 14 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Valido

Frecuencia
0 1
10:200 7
5:200 66
2.5:20 5
0
1.25:2 1
00
Total 80

CMB
Porcentaje

1,3
8,8
82,5
6,3
1,3

100,0

Porcentaje
valido

1,3

8,8

82,5

6,3

1,3

100,0

Porcentaje
acumulado
1,3

10,0

92,5

98,8

100,0

Igualmente se evidencié que existe correlacion entre la CMB y los halos de inhibicién

evaluados (p<0.05).
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Igualmente se encontré correlacion de los halos de inhibicién y la concentracion minima

bactericida para los aislados n=80 para la mezcla evaluada p<0.05, empleando la

prueba de Rho Spearman como se observa en la Tabla 15. Esto quiere decir, que a

medida que aumenta la concentracién de la mezcla de aceite es mayor el halo de

inhibicion en la siembra.

TABLA 15 PRUEBA DE RHO SPEARMAN

Correlaciones

VARO0000 | VAROOOO
4 5
Rho Coeﬂme_n}e de 1,000 353"
Spearman correlacion
Sig. (bilateral) . ,001
N 80 80
Coeficiente de "
correlacion ,353 1,000
Sig. (bilateral) ,001 .
N 80 80

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).
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10 FASE IN VIVO. EVALUACION DE UN SELLADOR DE
BARRERA A BASE DE ACEITES ESENCIALES PARA
EL CONTROL Y PREVENCION DE MASTITIS BOVINA

Con el propésito de prevenir la mastitis en los hatos, se emplean selladores
antimicrobianos de barrera que crean una pelicula en el canal del pezén, el agente
antimicrobiano impide el ingreso de microorganismos patdégenos. Regularmente este
tipo de productos son a base soluciones yodoforas, con efectos corrosivos, generando
efectos secundarios sobre el bienestar de la ubre especialmente en las condiciones
climaticas de la sabana de Bogota, y no siendo del todo efectivos sobre los
microorganismos causantes de la mastitis en esta region. Por lo anterior, se evalué la
eficacia de un sellador de barrera a base de una mezcla de aceites esenciales de
tomillo y cedron, usando como control un sellador de barrera de base yodoéforas;
sobre la incidencia de mastitis bovina haciendo seguimiento al recuento de células
sométicas por microscopia directa, el Test de California; asi como muestreo
microbiolégico para identificar la presencia de bacterias patégenas. El estudio se
realiz6 en municipio de Choconta a 2650 msnm (Cundinamarca-Colombia), vy

contemplé las siguientes etapas, figural?:
1. Etapa diagnéstica: Evaluar la prevalencia de mastitis en los hatos de estudio.

2. Etapa de formulacién: Realizar la formulacién del sellador a base de
aceites esenciales para proteger la punta del canal del pezén bovino contra

microorganismos causantes de mastitis.

3. Etapa de evaluacién: Implementar un modelo in vivo para evaluar el efecto en
la incidencia de mastitis bovina. El periodo de evaluacion fue desde el 16 de
abril al 16 de mayo de 2019 (30 dias), que coincide con la época de lluvias

y los mayores casos de incidencia de mastitis en la region.
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FIGURA 17 ETAPAS EVALUACION DEL SELLADOR A BASE DE ACEITES ESENCIALES

10.1ETAPA DIAGNOSTICA

10.1.1 Localizacién y periodo de estudio
El estudio se localiza en el municipio de Choconta — Cundinamarca (Colombia), a 2650
msnm. Con temperatura promedio de 12.1 °C, minimas de 9.6 °C y maximas de 14.6°C;

y precipitaciones de 883 mm. Los meses de mayor precipitacion son abril, mayo y
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octubre y el periodo mas seco se presenta en el mes de enero®. Por lo anterior, el periodo
de estudio se realiz6 en la época de mayor precipitacion entre el 16 de abril y el 17 de

mayo de 2019.

10.1.2 Hato lechero

Las pruebas se realizaron en dos hatos lecheros ubicados en la misma vereda del
municipio de Chocontd, sin diferencias significativas en su proceso productivo: ordefio
manual (dos veces en el dia), alimentacion con pastoreo rotacional de Pennisetum
clandestinum, suplementado con concentrado compuesto por cereales, melaza, y
complementos nutricionales (vitaminas y minerales). Las razas Holstein (7) y Jersey

(5) fueron incluidas en el estudio, con un total de N=12 animales.

10.1.3 Estado de animales y pezones

De acuerdo con la informacion suministrada por los hatos, 5 animales no habian
presentado casos de mastitis anteriores al tiempo de estudio, 4 animales si presentaron
casos de mastitis previos al estudio, y 3 animales no tenian historial alguno. Igualmente,
se diagnosticé el estado actual de los animales por pezdén usando las siguientes

técnicas:

10.1.3.1 Prueba de California para Mastitis (CMT)

Esta prueba permite obtener una apreciacién del recuento de células sométicas
presente en la leche, es una prueba subjetiva que da una valoracién de bajo o alto.
Empleando una paleta con 4 placas, se depositan uno o dos chorros de leche posterior
al despunte y limpieza previa del pezon, la paleta se inclina para que el volumen de las

placas sea aproximadamente homogéneo. Posteriormente, en cada placa se deposita

6 Registro estacion meteorologica Sisga - Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios

Ambientales 2019
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un volumen equivalente del reactivo del test de California, se agita y se procede a
evaluar la reaccién, entre mas células somaticas estén presentes en la muestra de
leche, mas viscosa y espesa sera la mezcla segun los criterios de la Tabla 16

(Mellenberger, 2019):
TABLA 16 REACCIONES TEST DE CALIFORNIA.

Fuente: Elaborado a partir de (Mellenberger, 2019)

REACCION DESCRIPCION RANGO DE INTERPRETACION
CELULAS/ML
NEGATIVA No hay espesamiento de 0-200.000 Pezon sano
la mezcla ni cambio de
color.

TRAZAS | Ligero espesamientodela 200.000- Posible infeccién /
mezcla que desaparece al 400.000 Mastitis subclinica
agitarse.

1 Positivo débil, 400.000 - Mastitis subclinica

espesamiento de la 1.200.000
mezcla sin formacion de

gel.

2 Positivo evidente, ligera 1.200.000 — Infeccién seria
formacion de gel. 5.000.000

3 Positivo  fuerte, hay Mayor a Infeccion seria

formacion de gel con 5.000.000
elevacion central.

10.1.3.2 Recuento de células somaticas por microscopia directa

Este método es considerado el mas preciso para el recuento, y es empleado para
calibrar equipos y otras técnicas. A partir de la muestra recolectada (posterior a la
limpieza y despunte), debidamente homogenizada y atemperada a 24°C, se recolecta
con una pipeta 0.01 ml y se distribuye en un area aforada de 1 cm?®en un portaobjetos.
La muestra en el portaobjetos se seca en una estufa a 40°C durante 15 min y se realiza
la tincién Diff —quik™ siguiendo el procedimiento para hematologia (Anexo uno). Se hace
el recuento de células somaticas directamente en el microscopio tomando 30 a 40
campos. El promedio de células es multiplicado por el factor del microscopio (dependera

del modelo y marca) para dar el valor total de células sométicas por ml (Lagos, 1998).
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10.1.3.3 Evaluacion microbiologica por cultivo

La muestra es recolectada posterior a la limpieza, desinfeccién con alcohol a 70° y
despunte, para evitar contaminacién, almacenada conservando la cadena de frio a 4°C.
Para realizar el cultivo es retirada del refrigerador y atemperada a temperatura ambiente.
A partir de una alicuota de 10ul empleando un asa aforada, se realiza la siembra por
agotamiento de muestra, en agar sangre de cordero y se incuba durante 24 — 48 horas
a 37°C. Las placas se examinan a 24 h y a 48 h para evidenciar el crecimiento de

microorganismos patégenos (Calvinho, 2010).

Los resultados de la evaluacion de las técnicas empleadas se presentan en la Tabla 17.
La prueba de california da un valor aproximado de las células somaticas presentes en
cada pezon, sin embargo, es un resultado subjetivo que depende de la estimacion del
evaluador, el resultado de este test concluye 20 pezones con células somaticas en

rangos normales y 28 pezones en rangos anormales.

TABLA 17 RESULTADOS DIAGNOSTICO DE MASTITIS POR PEZON

Test California Células somaticas CSS/ml
Animal 0 TZ 1 2 >200.000 200.000- 500.000-
500.000 800.000
Pezones Pezones  Pezones Pezones anormales
normales anormales sano
1 3 1 3 1
2 3 1 3 1
3 2 1 1 3 1
4 3 1 3 1
5 4 1 3
6 1 2 1 3 1
7 3 1 2 2
8 2 2 2 1 1
9 3 1 1 2 1
10 2 2 1 3
11 1 3 3 1
12 4 4
20 28 23 25
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Presencia patégenos -
Animal Cultivo
microbiolégico
Positivo Negativo

1 2 2
2 2 2
3 1 3
4 2 2
5 2 2
6 3 1
7 2 2
8 0 4
9 1 3
10 0 4
11 0 4
12 0 4

15 33

La microscopia directa, determina mas exactamente el recuento de células sométicas,
en este caso los pezones sanos fueron 23 y los pezones anormales 25. Las células
somaticas elevadas indican una respuesta inmunitaria de la glandula mamaria, aunque
en la mayoria de casos infecciosos existe un incremento de células sométicas, no
siempre un elevado recuento de células somaticas responden a casos infecciosos,
también pueden ser generados por alguna lesion fisica en la glandula. Una proporcién
elevada de neutrdfilos, son consecuencia de una respuesta inmunoldgica por infeccion

generada por agentes patdgenos.

Finalmente, la identificacion de patdgenos presentes en la leche, determina la infeccion
intramamaria, segun el analisis microbiolégico tan solo 15 pezones de los 48 pezones
incluidos, no presentaban infeccion. La prevalencia de mastitis en los hatos de estudio
puede ser resultado de las malas practicas de manejo e higiene, factores climaticos que
contribuyen a la proliferacion de microorganismos patégenos y mal manejo de

infecciones anteriores al estudio. A pesar de lo anterior, los pezones no presentaban
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ninguna irritacion, grieta o dafio visible en el momento de la prueba, lo que corresponde

posiblemente a casos de mastitis subclinica.

10.2ETAPA FORMULACION

Para la formulacion del sellador se emplearon aceites esenciales como ingrediente
activo de las plantas: Thymus vulgaris (L) y Lippia citriodora (H.B.K.) previamente
obtenidos y caracterizados por cromatografia de gases masas, en una concentracion
de 0.6-2.5% (segun la caracterizacion obtenida) en mezcla potenciando su efecto de
acuerdo con los experimentos anteriores. La citotoxicidad de los aceites esenciales,
fue comparada previamente con otros agentes antimicrobianos asi como sus dosis,

para garantizar la inocuidad del sellador.

Para la formacion de pelicula se empled un gel polisacarido, factor determinante en el
proceso de sellado del canal del pezén, en este caso metil etil celulosa en una
concentracion inferior al 1%. Adcionalmente se empleé el glicerol como plastificante y
suavizador, empleado en la industria cosmética en lociones con una concentracion
cercana al 30-50%, entre otros excipientes entre ellos agua, colorantes empleados
en la industria de alimentos para evidenciar visualmente la impregnacion en el pezén

garantizar su correcta aplicacion.

Esta formulacién preliminar tomé como referencia el producto comercial y productos
similares en el mercado. Actualmente, para mitigar los efectos corrosivos del yodo se
emplean gliceroles para humetar y proteger la ubre. Otros productos, emplean
parafinas y ceras como base, pero para garantizar la humectacion y efectos

suavizadores se empled en la formulacion el glicerol.
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Dado que el sellador debe formar una pelicula y una capilaridad en el canal del pezén
para garantizar una barrera protectora que impida la migracion de microorganismos
patdgenos ademas de su efecto bactericida, se realiz6 prueba de capilaridad y
viscosidad comparando con el producto comercial a base de yodo. El propésito es

garantizar un taponamiento en el canal del pezén (figura 18) (Echeverria, 2017):

| Tejido glandular
Glandular tissue Vagobgdacg;lsi‘l;leo

Célula muscular
Muscle cell

Cisterna glandular
Gland cistem

Cisterna del pezén
Teat cistem

nal del pezén
n__» leatcanal

FIGURA 18 CAPILARIDAD EN EL CANAL DEL PEZON

Fuente: Modificado de Echeverria, 2017

Considerando que el sellador debe formar una pelicula y una capilaridad en el canal
del pez6bn para garantizar una barrera protectora que impida la migracién de
microorganismos patdgenos ademas de su efecto bactericida, se realizd6 prueba de
capilaridad y viscosidad comparando con el producto comercial a base de yodo. El
propdsito es garantizar un taponamiento en el canal del pezon (figura 18) (Echeverria,

2017):

Dentro de estas pruebas se garantiz6 el tiempo de descenso en un capilar de 3 mm
de una cantidad de 200 pl, una longitud minima de 4 cm, fuese igual que el producto

comercial. Asi como un minimo goteo al impregnar la ubre, figura 19.
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FIGURA 19 SELLADOR A BASE DE ACEITES ESENCIALES

Otro de los factores adicionales es que no se disolviera inmediatamente al contacto con
el agua, es decir que la gota de sellador permaneciera en el tiempo dentro de un

recipiente con agua, a pesar de ser de facil retiro y limpieza.

10.3ETAPA DE EVALUACION

10.3.1 Disefio experimental

Inicialmente se planteaba un estudio preventivo del sellador a base de aceites
esenciales, siendo uno de los criterios de seleccion el empleo de animales sin
prevalencia de mastitis, y células somaticas inferior a 200.000 CCS/ml. Sin embargo,
dado el diagnéstico obtenido, y el nimero elevado de pezones con cultivo positivo de
microorganismos patdgenos, aunque sin sintomas clinicos, se replanted la evaluacion
en dos estudios Un primer estudio preventivo de mastitis (N =15 pezones) y un segundo
estudio de control de mastitis (N= 33 Pezones). El disefio dependio de la prevalencia de
mastitis en los animales figura 20, en el cual propone 3 animales que usen el sellador
yodoforo (12 pezones) y 9 animales que empleen sellador a base de aceites (36
pezones). El procedimiento experimental fue avalado por el Comité de Etica de la

Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia.
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ESTUDIO 1: ESTUDIO 2:

PREVENTIVO DE CONTROL DE
MASTITIS MASTITIS
' ™ ' ™
Grupo 1A: Sellador a Grupo 2A: Sellador a
] base de aceites [ base de aceites
esenciales post ordeho esenciales post ordefio
N1A=9 pezones N2A=27 pezones
A S AN J
4 N 4 ™
GrupoC Control 1: Grupo Control 2:
Sellador base yodofora Sellador base yodofora
] post ordefio ] post ordefio
N1Y=6 pezones N2Y=6 pezones
\ J AN J
Variables:
v Test california
v Conteo Células sométicas microscopia directa
4 Cultivo microbiolégico

FIGURA 20 DISENO EXPERIMENTAL

10.3.2 Criterios de inclusion y exclusién
Los criterios de inclusion dependieron del objetivo de cada estudio, segun la Tabla 18,
en general: animales con buen peso corporal, hembras de la zona geografica de
estudio, de 2-6 afos, en periodo de lactancia, y total de pezones funcionales. Como
criterio de exclusién en cualquier momento de los estudios, se tom6 que el animal
presentara sintomas clinicos, irritacion, dolor o secrecion. En dicho caso, el pezon se
eliminaba del estudio y seria tratado con antibiéticos convencionales segun

indicaciones del veterinario a cargo.
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TABLA 18 CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION

Especie

Bovinos

Raza/estirpe

Se trabajard& con razas bovinas de los hatos
seleccionados en el estudio incluyendo: Holstein y
Jersey y cruces de estas razas de acuerdo a la
caracterizacién que se haga in situ.

Sexo

Hembras

Edad

Por identificar de acuerdo a los hatos seleccionados
para el estudio en un rango 2-6 afios

Tamano corporal

Por identificar de acuerdo a los hatos seleccionados
para el estudio Se seleccionara animales de tamafio
Optimo y saludable

Peso

Por identificar de acuerdo a los hatos seleccionados
para el estudio: En rangos saludables

Procedencia

Hatos seleccionados para el estudio- Municipio de
Chocont4 — Cundinamarca. Altura sobre nivel del mar
2.650-2.900 msnm

Otras

Dado que se evaluara el uso preventivo como criterio de
seleccion seran animales sanos. Sin problemas visuales
en la ubre.

En periodo de lactancia, con pezones funcionales

Sin tratamiento de antibiético o antiinflamatorio

El procedimiento a seguir es el siguiente: Aplicacion tépica de biosellante a base de

aceites esenciales /sellante comercial a base de yodo. El protocolo para la aplicacion

del biosellante fue idéntico al protocolo comercial del sellador de yodo (Anexo dos).

Con un grado de invasividad minimo.

10.3.3 Variables y periodicidad

Siguiendo los procedimientos incluidos en la etapa de diagndstico se evaluaron las

siguientes variables:

TABLA 19 VARIABLES A EVALUAR

Prueba de california para mastitis Inicio — 15 dias de evaluacion-
Final

Recuento células somaticas Inicio — 15 dias de evaluacion-

microscopia directa Final

Cultivo microbiolégico de muestra Inicio-Final
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10.3.4Estudio 1. Preventivo de mastitis

De acuerdo con la estadistica descriptiva, las caracteristicas de los individuos de los
grupos son homogéneos al inicio del estudio, con media y desviacion similar. Un pezoén
fue descartado del grupo sellador a base de aceites esenciales a los 2 dias de iniciar el
estudio, considerando el numero elevado de células somaticas al inicio del estudio y
presentar dafios visibles en el pezoén, siguiendo el protocolo establecido, se descart6 y
fue tratado por el veterinario a cargo con tratamiento intramamario no sistematico y no
se afectaron el resto de los cuartos del animal. En este sentido, el grupo estudio se

redujo a N=8 pezones y el grupo control de base yodo6fora continué con N=6 pezones.

El seguimiento y andlisis se realiz6 en un periodo de 30 dias, analizando las tres
variables: en la prueba de california se puede observar de forma general en la figura
21, que el sellador a base de aceites esenciales mantuvo a trazas y cero el recuento de
células somaticas; con algunas variaciones a los 15 dias en algunos de los casos, pero
al comparar con los resultados del recuento por microscopia directa no hubo correlacion,
lo anterior evidencia que esta prueba es subjetiva y depende de la observacién del

evaluador de la mezcla.

Estudio 1. Grupo Sellador aceites esenciales Estudio 1 Grupo Control base yodéfora
Prueba de California Prueba de Californi
rueba ae Lalitornia

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2

3 4 5
——|NICIO 15 dias ——30 Dias ——|NICIO 15 dias —e—30 Dias

FIGURA 21ESTUDIO 1. PRUEBA DE CALIFORNIA
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Sin embargo, al finalizar el periodo de evaluacién la Prueba de test de California permite

observar en la mayoria de casos que ambos grupos se encuentran en rangos normales.

El recuento de células somaticas por microscopia directa (figura 22), indica que al inicio
de la evaluacién, 3 de los 8 casos del grupo sellador a base de aceites esenciales
estaban por encima de los 200.000 CCS/ml, lo que indica algun tipo de inflamacién y
dado que el cultivo microbioldgico fue negativo para estos casos, no corresponde a una

respuesta por infeccion; puede ser resultado de otro tipo de lesién.

Estudio 1. Grupo Sellador base aceites esenciales

ocs/ml Estudio 1. Grupo Control Sellador Yodoforo

ccs/ml

FIGURA 22 ESTUDIO 1. CONTEO DE CELULAS SOMATICAS MICROSCOPIA DIRECTA

A pesar de eso, se puede observar que pasado 15 dias los valores retornan al rango
normal que puede deberse a un posible efecto antiinflamatorio de la mezcla
glicerol+aceite esencial o una respuesta restauradora natural del animal, que se podria
explorar en un siguiente estudio. Igualmente, se presenta en 2 de los 6 casos tratados
con el sellador yodéforo que también tiene dentro de su composicibn agentes
hidratantes como el glicerol. Sin embargo, en uno de los casos del grupo control, se
puede evidenciar, que las células somaticas van en aumento tras los dias de aplicacion,

lo que muestra un efecto contrario a la prevencién deseada en el producto.

Finalmente, la evaluacion a través del cultivo microbiolégico para detectar
microorganismos patdgenos en la leche, muestra la efectividad del producto en el

periodo de estudio, segun la figura 23, se puede observar que 2/6 casos tuvieron
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presencia de patégenos al terminar el estudio, es decir tan solo un 66,6% de los pezones
el producto con base yodofora actu6 preventivamente, esto concuerda con lo reportado

en otros estudios (RODRIGUEZ, 2016).

Estudio 1. Cultivo de microorganismos patégenos
N°/% pezones negativos

9

8 85,7%

7

6

5 66,6%
a

3

2

1

0

Base Aceite Base yodoforo

B Negativo inicial B Negativo Final

FIGURA 23 ESTUDIO 1. CULTIVO MICROBIOLOGICO MUESTRA EN LECHE

Para el grupo sellador a base de aceites esenciales el producto mantuvo su efecto
preventivo en 7 de los 8 casos, es decir en un 85,7%. A pesar de la diferencia en los
porcentajes de efectividad debido al tamafio de la muestra, no se puede concluir

diferencia significativa entre los dos grupos.

El andlisis estadistico Tabla 20 nos determina que la variable recuento de célula

somatica al finalizar el periodo tiene una distribucién normal:

TABLA 20 PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA MUESTRA

CCS final
N 14
Pardmetros normalesaP Media 140803,57
Desv. Desviacion 65709,16
Absoluto ,155
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Méaximas diferencias Positivo ,155
extremas Negativo -,106
Estadistico de prueba ,155
Sig. asintotica(bilateral) ,200°4d

a. La distribucién de prueba es normal.
b. Se calcula a partir de datos.
c. Correccién de significacion de Lilliefors.

d. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

A partir de esto, se realiza la prueba de T, Tabla 21, para evaluar si existen diferencias

significativas en el recuento de células sométicas finales entre el sellador a base de

aceites esenciales y el sellador a base de solucion yodéfora para la prevencién de la

mastitis bovina.

TABLA 21PRUEBA T EVALUAR DIFERENCIAS ENTRE LOS DOS TRATAMIENTOS -ENSAYO 1

Desuv. Desuv. Error
trata N Media Desviacién promedio
CCsSl/final del estudio Sellador 6 160625,00 79948,22 32638,73
Yodéforo
Sellador base 8 125937,50 53513,80 18919,99
aceites
esenciales
Sig. t gl Sig. (bilateral)
CCS/final del estudio Se asumen ,891 ,364 ,976 12 ,348
varianzas iguales
No se asumen ,919 8,259 ,384

varianzas iguales

El p valor es mayor a 0.05, esto quiere decir que no existen diferencias significativas

entre los dos tratamientos a partir de los datos obtenidos con una confianza del 95%.

10.3.5Estudio 2. Control de mastitis

El estudio incluyé en total 33 pezones con cultivo positivo de microorganismos

patégenos: N 27 en el grupo sellador a base de aceites esenciales y N 6 pezones en el

grupo control con sellador base yodofora. Durante el periodo de estudio no se

evidenciaron dafios visibles en la ubre, muestra de dolor, grietas o cualquier dafio que

pusiera en riesgo el animal. Se puede observar en la prueba de California (figura 24),
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que en el grupo estudio y grupo control la estimacion de células somaticas disminuyen
al finalizar el periodo de evaluacion. Igual que el estudio anterior, en el grupo control se
observa un incremento no esperado a los 15 dias, que se atribuye a la subjetividad del
test, dado que esta situacion no se observa en el recuento de células somaticas por
microscopia directa (figura 25).

Estudio 2. Grupo Sellador aceites esenciales

Estudio 2. Grupo Control Sellador Yodoforo
Prueba de California

Prueba de California

WAL 2

12345678 9101112131415161718192021222324125126727 6

=e=INICIO 15dias —#=30Dias =—INICIO 15dias =e=30Dias

FIGURA 24 ESTUDIO 2. PRUEBA DE CALIFORNIA

De otra parte, en el conteo de células soméaticas por microscopia directa (figura 25), se
puede observar en el grupo sellador a base de aceites esenciales, que el recuento de
células somaticas disminuye en todos los casos de forma paulatina, esto no se observa
en todos los casos en el grupo control a base de solucién yodéfora, dado que en 2 de
los 6 casos las células somaticas tendieron a subir, lo que no se espera en este tipo de
productos veterinarios. Lo anterior puede ser consecuencia de la accion corrosiva del
yodo, que puede causar inflamacién a pesar de su accion antimicrobiana, efecto que no
se evidencia en la mezcla glicerol-aceite esencial. Asi mismo, se puede observar un
descenso significativo de células somaticas por mL en el pezén 12, nuevamente se
observa la capacidad antiinflamatoria de la mezcla glicerol — aceites esenciales, figura

26.
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Estudio 2. Grupo Sellador base aceites esenciales
CCS/ml

Estudio 2. Grupo Control Sellador Yodoforo

500000 CCS/ ml
400000
300000
200000
100000
0
1234567 89101112131415161718192021222324252627 1 ) | A 5 6
oo icia| el 15 lias w30 dias o [icial oo 15 dlas w30 dias

FIGURA 25 ESTUDIO 2. CELULAS SOMATICAS MICROSCOPIA DIRECTA

Capacidad que se reporta en estos aceites esenciales puros por sus flavoides y taninos
(Lira, 2016), y su capacidad antioxidante, como la reportada en un estudio realizado con
el suplemento PLX®, capsulas de extracto estandarizado de cedrén (Lippia citriodora),
en el cual evaluaban los niveles de dafio oxidativo ocasionado por el ejercicio fisico
intenso con el suplemento y un grupo control, concluyendo que el PLX® disminuye los
niveles de dafo oxidativo y tiene capacidad antiinflamatoria (Carrera-Quintanar, Funes,

J. Tur, Roche, & Pons, 2010).

FIGURA 26 DESCENSO CCS PEZON N 12
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En cuanto al cultivo microbiol6gico para identificar la presencia de microorganismos
patégenos en la muestra de leche (figura 27), al inicio del estudio, el grupo aceites
esenciales N=27 pezones con infeccion, y el grupo control de base yodéfora N =6
pezones con infeccion. Al finalizar el periodo de estudio los pezones infectados de este
estudio disminuyeron en ambos grupos a: grupo base aceites esenciales N =14 y grupo
control de base yoddfora a N= 4. Esto significa que ambos productos tienen capacidad

de controlar la infeccion, a pesar de no ser una alternativa terapéutica.

Estudio 2. Cultivo de microorganismos patégenos

N°/% pezones negativos
30
25
20
48,1%
15

10

(€]

Base Aceite Base yodoforo

|

M Positivo inicial  ® Negativo final

FIGURA 27 ESTUDIO 2. CULTIVO MICROORGANISMOS EN MUESTRA DE LECHE

El sellador a base de aceites esenciales disminuy0 la incidencia de mastitis en un 48,1%

y el sellador a base de solucion yodéfora en un 33,3%, sin diferencias significativas.

Del mismo modo que para el estudio 1, se realiza el analisis estadistico que determina
gue la variable Recuento de célula somética al finalizar el periodo tiene una distribucion

normal, Tabla 22.

TABLA 22PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA UNA MUESTRA- ENSAYO 2

CCS final
N 33

Pardmetros normalesaP Media 162534,09
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Desv. Desviacion 82292,467

Méximas diferencias Absoluto ,137
extremas Positivo ,137

Negativo -,082
Estadistico de prueba ,137
Sig. asintotica(bilateral) ,118¢

a. La distribucién de prueba es normal.
b. Se calcula a partir de datos.

c. Correccion de significacion de Lilliefors.

Serealiza la prueba de T para evaluar si existen diferencias significativas en el recuento
de células somaticas finales entre el sellador a base de aceites esenciales y el sellador

a base de solucién yoddéfora en el control de la mastitis bovina, Tabla 23.

TABLA 23PRUEBA T EVALUAR DIFERENCIAS ENTRE LOS DOS TRATAMIENTOS -ENSAYO 2

Estadisticas de grupo

Desv. Desv. Error

tratamiento N Media Desviacion promedio
CCS/final del Yodoforo 6 127916,67 53336,59 21774,57
estudio Aceite esencial 27  170226,85 86311,96 16610,74

Sig. Sig. (bilateral)

CCS/final del Se asumen varianzas ,920 ,345 ,261
estudio iguales
No se asumen ,146

varianzas iguales

El p valor es también mayor a 0.05 esto quiere decir que no existen diferencias
significativas entre el tratamiento a base de solucién yodo6fora y base de aceites

esenciales con una confianza del 95%.
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11 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir:

1. La destilacion por arrastre de vapor es un método econémico y viable para un
escalamiento a planta piloto. Se hace preciso evaluar la destilacion por fluidos
supercriticos que permitiria tener aceites de mejor calidad y mayores
rendimientos. Especialmente en el caso del aceite esencial de Thymus vulgaris

y Lippia origanoides.

2. No solo el proceso de extraccion influye en la calidad del aceite, si no que los
metabolitos secundarios de la planta responden a las condiciones climéticas y
caracteristicas del suelo. Aceites esenciales con contenido de timol del 59%
varia la CMB de 2.5 a 0.6%.

3. Dado que la citotoxicidad, presenta en un rango de ClLso 10-19 pg/ml,
comparando con otros agente microbianos como Triclosan e Itroconazol, son
poco téxicos y seguros, pero teniendo en cuenta el bioensayo con Artemia al
ser menores que 30 pg/ml, tienen una toxicidad elevada, lo que abre un espectro
para evaluar la capacidad antioxidante, antitumoral y posible efecto plaguicida.

4. Los principales compuestos de los aceites esenciales evaluados, trabajan en
conjunto para optimizar la capacidad antimicrobiana, de acuerdo con la
cromatografia de gases-masas son: limoneno, neral y geranial, y el timol, por lo
gue es de interés evaluar otras plantas aromaticas para incrementar los

porcentajes de estos compuestos y mejorar la eficiencia.
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5. En la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se concluye que existen
diferencias significativas en la sensibilidad de las cepas de Staphylococcus spp.
aisladas frente a los aceites esenciales de Lippia citriodora y Thymus vulgaris
mostrando una actividad antimicrobiana (p < 0.05), asi como una sensibilidad de
estas cepas frente al Cloranfenicol y una resistencia a la Clindamicina (p < 0.05).
El Staphylococcus aureus presenta mayor resistencia frente a los antibioticos
convencionales sin embargo mantiene la sensibilidad frene a los aceites
esenciales de Lippia citriodora y Thymus vulgaris.

6. Se demuestra un efecto sinérgico de la mezcla de aceites esenciales (75% AEC
125% AET) que potencia su actividad antimicrobiana optimizando su eficiencia
terapéutica (p < 0.05). La concentracién minima bactericida (CBM) de la mezcla
(75% AEC /25% AET) fue determinada en 2.5% efectiva para el 92.5 % de las
muestras (n=80) Igualmente se concluye que existe correlaciéon entre la CMB y
los halos de inhibicién evaluados (p<0.05).

7. En el estudio In vivo que evalué la prevencion de la mastitis bovina se concluye
con un nivel de confianza del 95%, que no existen diferencias significativas entre
el grupo sellador a base de aceites esenciales y el sellador a base de la solucién
yodofora.

8. En el estudio que evalu6 el control de la mastitis en los casos positivos, se
concluye gque no existen diferencias significativas entre el sellador a base de

aceites esenciales y el producto comercial (confianza del 95%).

En resimen se concluye, que los aceites esenciales evaluados son capaces de
inhibir el crecimiento de los microorganismos predominantes de la mastitis en
bovinos y son una posible estrategia para su prevencion y control; pudiendo ser una
estrategia para disminuir el uso profilactico de antibiéticos y contrarrestar a las

bacterias resistentes a antibiéticos.
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12 PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

Con los resultados obtenidos en esta tesis, se ha formulado un proyecto que
profundizara los estudios in vivo y realizard protocolos de evaluacion de estabilidad,
capacidad microbiolégica de acuerdo con la normatividad que le aplica a productos
antimicrobianos de uso veterinario (equivalente en Espafia a UNE-EN 1656-2010), que
se presentd a la Segunda Convocatoria de innovacién entre universidades y empresas
para la promocién y validacion de productos derivados del aprovechamiento sostenible
de la biodiversidad en el Departamento de Cundinamarca — 2018, dentro del programa
Colombia Bio, que sera financiado por el Departamento Administrativo de Ciencia,

Tecnologia e Innovacién —COLCIENCIAS- en Colombia.
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14 ANEXOS

Anexo Uno: Protocolo Diff —quik™

RAL DIFF-QUIK™MEZ KIT (3x100ml) rer: 7205500000

RAL DIFF-QUIK™KIT (3x0,5L)

FAST STAINING KIT
Staining procedures:

Haematology: Blood Smears

Veterinary Parasitology: Piroplasma,

M. pachydermatis

Length of one Test: 15 seconds

+ Dip the slide 5 x 1 second in solution RAL Diff-Quik™
Fixative solution (bottle @), Drain surplus solution onto fil-
ter paper

+ Dip the slide 5 x 1 second in RAL DiffQuik™ Sclution |
(bottle @), Drain surplus solution onto filter paper

+ Dip the slide 5 x 1 second in RAL Diff-Quik™ Solution |l
(bottle @).

Rinse the slide with distilled water.

REF : 7205550000

Haematology: Bone marrow

Length of one Test: 3 minutes

+ Dip the slide 1 minute in solution RAL Diff-Quikt™ Fixative
solution (bottle @). Drain surplus solution onto filter paper.
+ Dip the slide 1 minute in Diff-Quik™ Solution | (bottle @},
Drain surplus solution onto filter paper.

» Dip the slide 1 minute in RAL DiftQuik™ Solution Il (bottle ).
Drain surplus solution onto filter paper.

+ Rinse the slide with distilled water.

Cytology: Spermocytograms

Length of one Test: 1 minute and 20 seconds

+ Dip the slide 1 minute in solution RAL Diff-Quik™ Fixative
solution (bottle @), Drain surplus solution onto filter paper.
» Dip the slide 25 seconds in RAL DiffQuik™ Sclution |
(bottle ®). Drain the excess solution onto filter paper.

+ Dip the slide 25 seconds in RAL Diff-Quik™ Solution Il
(bottle @).

Rinse the slide with distilled water.

Cyto-bacteriology: cytology of biological fluids,
urines, cytopunctures and CSF

Length of one Test: 15 seconds

(1minute 4 seconds for CSF)

* Dip the slide 5 seconds (1 minute for CSF) in solution RAL
Diff-Quikm™ Fixative solution (bottlea).

Drain surplus solution onto filter paper.

+ Dip the slide & secbnds (2x1 second for CSF) in Diff-Quik™
Solution | (bottle &).

Drain surplus solution onto filter paper.

+ Dip the slide & seconds (2x1 second for CSF) in RAL DiftQuik™
Solution Il (bottle ).

Rinse the slide with distilled water.
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Anexo Dos: Procedimiento Sellador Base Yodofora - Comercial

EFECTOS ADVERSOS

Ex los funémenos de intolerancia a los prodactos yodades inbendenes, por una parte, factores dal
smjein expuesto, hipemansibilided da b piel, alergia all yodo, sfc. ¥ por [a oma, b propiedades
imtamies o sensthilizantes, grados de concenfmacica vy tempo de aplicacion de los diversos
CODpOnETes.

Avnmme la tolsrancis por parte de la pisl ¥ lm mocosas e slewada, ane caos de omitcion o
alargia supzimir [a aplicacién del predacta.

DNTOXICACTON

Por la forma do peessniacion y 1z via do aplicacion no pressmta problemas de miowicacién an bs
dosis aplicadas.

PRECAUCIONES

Pama um comecta aficacia ex 1a nolizacian dal prodects no deberian tramcomrie pas do T mimetes
anime gl final del ordedio ¥ ol sellado del pesin.

Evitar comtacto comn pisl y mmoosas en |3 manipalscion dal prodocte.

Mamtonar fmora del alcancs de bow mifos.

Almaranar los desinfectanios de pazones en dmes fescas v bompias.

Maztomar low recipiantes camados pama provendr la coztemmacien.

Ho wilizar Feege dal vencimicnbe.

Utilizar &l prodocio a 1a concepracion moomendsds. WO DILUTRE.

HNo retoma ol desinfortmis nsado al emrass orgmal

No wilics espomjes en b copes de aplicacion

CALIDAD DEL PRODUCTO

Caatan goe varian la calidad: calor, bex, humedad, presencia do snstancias oxidantes axtornes ¥
El producte no debs sar expnesto a Ly bex wolar directamanie.

Comsenmcion comecta: conservar el prodects en ngar fresco ¥y seco.

Ho expomerio  temperaiumas mayoms a 25 “C y Do menores 2 5°C
Maztozer ol envase cemade durants los lapsos sz que Do ssa mblizads.

VENCIMIENTO {periodn de validez)

Utilizar &l prodocio dentro da los 2 afins de s fechs de slaboraciom

PRESENTACIONES

Ezxvases por 3, 10, 20, 25, &0 v 2] Limo.
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